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RESUMO

Este trabalho aborda aspectos relacionados com a descrigdo da primeira
maturacdo sexual em machos de Steindachneridion scriptum, e de sua
resposta ao uso de analogos de GnRH como indutores da espermiacao
em reprodutores mantidos em condicGes de cativeiro. Para tanto, juvenis
com quatro meses de idade foram estocados em condicdes de laboratério
(250 peixes em caixas de polietileno de 750 L, indoor) e condi¢des
externas (480 peixes em tanques-rede de 8,0 m?, outdoor). O
desempenho zootécnico e as fases da espermatogénese foram
acompanhados através de biometrias e coletas mensais das gdnadas
durante vinte meses de criacdo. O crescimento observado nos animais
submetidos as condicfes de criacdo indoor e outdoor foi descrito pelo
modelo de Ohnishi (P<0,001). A primeira maturagdo sexual dos machos
mantidos no ambiente indoor foi atingida aos 13 meses de idade (28,50
+ 2,15 cm), enquanto no ambiente outdoor os machos atingiram esta
condicdo aos 22 meses de idade (20,96 + 1,86 cm). Durante o terceiro
ciclo reprodutivo dos machos (37 meses de idade) mantidos na condicao
indoor, 48 peixes foram distribuidos em um delineamento inteiramente
ao acaso no qual os tratamentos foram doses de 4,4 mg/kg de peso vivo
(PV) de extrato pituitario de carpa (EPC), 1,0 mi/kg de PV de
Ovaprim®, 1,8 ml/kg de PV de acetato de buserelina, e de 1,4 ml/kg de
PV de solugdo salina (0,9% de NaCl) como grupo controle. Nao foram
observadas diferencas (P>0,05) para a osmolaridade, viabilidade e
morfologia espermatica entre os animais induzidos e ndo induzidos. A
motilidade e a velocidade espermética foram significativamente maiores
(P<0,05) nos peixes induzidos do que as observadas em peixes ndo
induzidos durante os primeiros 20 s apds ativacdo do sémen. Os machos
de S. scriptum podem atingir a maturacdo gonadal quando mantidos em
condi¢cdes de cativeiro, e 0 uso dos analogos de GnRH acetato de
buserelina e Ovaprim® induziram a producdo de sémen com qualidade
similar & obtida com o uso de EPC, sendo recomendado o uso do acetato
de buserelina nas atividades de propagacéo artificial com o intuito de
reduzir os custos relacionados ao uso de EPC.

Palavras-chave:  Aquicultura, maturacdo gonadal, qualidade
espermatica, GnRH-a, CASA.






ABSTRACT

This work deals with aspects related to description of the first gonadal
maturation of suruvi Steindachneridion scriptum, and its response to the
use of GnRH analogs as inducers of spermiation in broodstock under
captive conditions. Juveniles with four-month-old were stored under
laboratory condition (250 fish in polyethylene boxes of 750 I, indoor)
and external condition (480 fish in 8,0 m® net tanks, outdoor). The
zootechnical performance and the phases of spermatogenesis were
monitored through biometrics and monthly collections of gonads for
twenty months of breeding. The growth observed in animals submitted
to indoor and outdoor conditions was described using the Ohnishi model
(P<0.001). The first gonadal maturation of the males kept in the indoor
environment was reached at 13 months of age (28.50 + 2.15 cm), in the
outdoor environment males arrived this condition at 22 months of age
(20.96 = 1.86 cm). During the third reproductive cycle of males
(37 months of age) kept in indoor condition, 48 animals were randomly
assigned to in four treatments using carp pituitary extracts (CPE) doses
of 4.4 mg/kg of body weight (BW), Ovaprim® doses of 1.0 ml/kg of
BW, buserelin acetate doses of 1.8 ml/kg of BW and saline solution
(0.9% NaCl) dose 1.4 ml/kg of BW, used as a control. No significant
differences (P>0.05) were observed for osmolarity, viability and sperm
morphology between the induced and non-induced animals. Motility and
sperm velocity were significantly higher (P<0.05) in induced fish than
those observed in fish not induced during the first 20 s after sperm
activation. Males of S. scriptum can reach gonadal maturation when
held in captive conditions and the use of GnRH analogues like buserelin
acetate and Ovaprim ® induced the production of semen with similar
quality to that obtained with the use of CPE. We recommended the use
of buserelin acetate, within the activities of artificial propagation with
the purpose of reducing the costs related to the use of CPE

Keywords: Aquaculture, sexual maturation, sperm quality, GnRH-a,
CASA.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os bagres, também conhecidos popularmente ao redor do mundo
pelo termo genérico catfish, recebem esta denominagdo devido a
presenca de barbilhdes, que sdo apéndices carnosos e filamentosos com
funcbes de orientacdo e gustacdo, cuja localizacdo ao redor da boca
lembra os caracteristicos bigodes dos felinos.

Este grupo de peixes tem sido fonte de inspiracdo e de alimento
para muitas culturas ao longo dos séculos. Na mitologia japonesa, por
exemplo, a origem dos frequentes terremotos que flagelam o pais foi
atribuida ao batimento da cauda do Namazu, um monstro (yo-kai) mitico
gue era representado por um bagre gigante (REITHERMAN, 2014). No
antigo império egipcio ha diversas alusdes & importancia dos bagres nas
atividades religiosas, como exemplares mumificados (Figura 1) ou
representados nas pinturas que decoravam algumas tumbas que datam
da época do farab Ramsés Il (LEEK, 1976). Por outro lado, muitas sdo
as histérias do folclore popular dos povos indigenas no continente
americano nas quais os bagres participam como personagens associados
a historias de punigcdo ou como itens alimentares de destaque para seus
habitantes (CORTES, 2003; GRIGGS; PITCHFORD, 2009).

Ainda hoje os bagres continuam sendo fonte de inspiracdo para
diversos fendmenos culturais ao redor do mundo, sendo retratados na
literatura, na masica, no cinema e em outras expressdes artisticas. De
igual forma, a sua importancia para algumas comunidades tem sido
mostrada quando se nomeia alguns municipios, como EI bagre
(Colémbia) e Jundid (Brasil), ou com a constru¢cdo de grandes
monumentos que se tornaram pontos turisticos importantes em alguns
locais, como Guayaquil (Escultura al bagre - Equador), Wahpeton
(World's Largest Catfish — USA), Dunnville (The mudcat statue —
Canada) e Yoshikawa (Golden catfish — Japdo).
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Figura 1. Vista lateral de um exemplar de Schilbe mystus (Linnaeus, 1758). A)
Conservado. B) Mumificado.
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(Adaptado de: Leek, 1976)

Segundo Nelson, Grande e Wilson (2016) os bagres podem ser
assim classificados:

Reino: Animalia;
Filo: Chordata;
Subfilo: Craniata;
Infrafilo: Vertebrata;
Superclasse: Gnathostomata;
Clado: Teleostomi;
Classe: Osteichthyes;
Subclasse: Actinopterygii;
Infraclasse: Holostei;
Divisdo: Teleosteomorpha;
Subdivisdo: Teleostei;
Superordem: Ostariophysi;
Série: Otophysi;
Subsérie: Siluriphysi;
Ordem: Siluriformes.
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Atualmente esta ordem taxonémica congrega cerca de 40
familias, 490 géneros e 3.730 espécies (Tabela 1) que estdo presentes
em quase todos 0s continentes, com excecdo da Antartida, ainda que
fosseis encontrados recentemente neste continente permitam afirmar que
esta ordem j& habitou todas as grandes massas de terra do planeta
(NELSON; GRANDE; WILSON, 2016).

Os Siluriformes sdo a segunda ordem com o maior nimero de
espécies de agua doce do planeta e seus exemplares podem atingir um
comprimento corporal inferior a cinco centimetros (Pareiorhina
hyptiorhachis) ou superior a trés metros (Silurus glanis), sendo que
aproximadamente 55% destas espécies, excluindo-se as estritamente
marinhas, estdo concentradas no continente americano. Entre as
principais caracteristicas morfoldgicas observadas na maioria dos peixes
desta ordem, destaca-se a auséncia de escamas como primeira barreira
de protecdo e isolamento do ambiente externo. sendo observada a pele
nua ou coberta por placas ésseas, presenca da nadadeira adiposa e raios
(espinhos) nas nadadeiras peitoral e dorsal, assim como dentes no
vOmer. Sua baixa capacidade visual em ambientes escuros ou com
elevada turbidez é compensada pela presenca dos barbilhdes (6rgaos
sensoriais) maxilares, mandibulares e nasais, cuja fungdo encontra-se
associada principalmente a procura de alimento e evasdo de obstaculos
(DIOGO; CHARDON; VANDEWALLE, 2003; ARRATIA, 2003;
LEVEQUE et al, 2008; NELSON; GRANDE; WILSON, 2016;
FISHBASE, 2017).

Segundo dados da FAO (2016), em 2025 os bagres, junto com as
carpas e as tilapias, serdo responsaveis por 60% da produgéo aquicola do
planeta, sendo que atualmente estdo entre as espécies julgadas
primordiais para o incremento da demanda e consumo de pescado,
considerando-se que 0 consumo per capita de peixes a nivel mundial
registrou um aumento médio de 19,7 kg em 2013, e que ja representa
aproximadamente 17% do consumo total de proteina de origem animal.

Entre os bagres mais cultivados atualmente as espécies da familia
Pangasiidae apresentam o maior destaque, notadamente Pangasianodon
hypophthalmus (Sauvage, 1878), cuja maior producdo e exportacdo sdo
realizadas pelo Vietna, pais que ocupa a quarta posi¢do no ranking da
producdo aquicola do mundo. No mercado internacional esta espécie
apareceu como uma alternativa mais econdmica para 0os consumidores
de filé de “peixes brancos”, 0 que incentivou a expanséo dos locais de
criagdo para outras regides além do delta do Mekong, onde
originalmente tem sido cultivada (PHUONG; OANH, 2010; ALI;
HAQUE; BELTON, 2013; FAO, 2016).
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Tabela 1. Ordem dos Siluriformes e suas respectivas familias, nimero de
géneros e de espécies.

Ordem Familias Géneros Espécies
Ailiidae 6 23
Akysidae 5 67
Amblycipitidae 4 34
Amphiliidae 13 93
Anchariidae 2 6
Ariidae (Tachysuridae) 30 150
Aspredinidae 13 39
Astroblepidae (Argidae) 1 56
Auchenipteridae 21 115
Auchenoglanididae 6 70
Austroglanididae 1 3
Bagridae 19 221
Callichthyidae 9 202
Cetopsidae 5 42
Chacidae 1 4
Clariidae 15 115
Claroteidae 8 62
Cranoglanididae 1 5
Diplomystidae 2 6
Siluriformes Doradidae 32 93
(Nematognathi) Erethistidae 8 45
Heptapteridae 25 209
Heteropneustidae (Saccobranchidae) 1 5
Horabagridae 4 12
Ictaluridae (Ameiuridae) 7 51
Lacantuniidae 1 1
Loricariidae 106 915
Malapteruridae 2 21
Mochokidae 10 209
Nematogenyidae 1 1
Pangasiidae 4 30
Pimelodidae 32 112
Plotosidae 10 40
Pseudopimelodidae 6 39
Ritidae 2 13
Schilbeidae (Schilbidae) 5 33
Scoloplacidae 1 6
Siluridae 13 107
Sisoridae (Bagariidae) 17 202
Trichomycteridae (Pygidiidae) 41 273
TOTAL 490 3.730

(Adaptado de: Nelson, Grande e Wilson, 2016)
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No continente americano, os Estados Unidos da América é o pais
onde a criagdo e a comercializacdo de bagres apresenta maior
relevancia, sendo Ictalurus punctatus, o bagre-do-canal, a principal
espécie cultivada, cuja venda alcancou os 386 milhdes de ddlares em
2016 (NASS, 2017).

Por outro lado, o Brasil, com uma produgéo aquicola de 562,5 mil
toneladas em 2014, é o maior produtor de Siluriformes da América
Latina, com uma producdo que superava as trés mil toneladas por ano no
inicio de 2010. Esta producdo ainda hoje se concentra em dois géneros:
Pseudoplatystoma, cultivado principalmente na Regido Centro-Oeste €
Rhamdia, cultivado principalmente na Regido Sul do Brasil
(BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO; BARCELLOS, 2010;
CAMPOS, 2010; FAO, 2016; VALLADAO; GALLANI; PILARSKI,
2016; SAINT-PAUL, 2017; SILVA et al., 2017). Nao obstante, outros
géneros com destacado interesse comercial como Brachyplatystoma,
Leiarius, Pimelodus, Steindachneridion e Zungaro, estdo sendo
estudadas com o objetivo de incentivar sua criacdo em cativeiro ou sua
conservacdo (ZANIBONI-FILHO; REYNALTE-TATAJE; HERMES-
SILVA, 2010; PRADO et al., 2014; LOPEZ, 2014; DAMASCENO et
al., 2017).

Apesar do portencial aquicola que existe na diversidade de
espécies de Siluriformes no Brasil, cabe destacar a preocupante situacéo
do uso descontrolado, principalmente por parte do setor produtivo, de
animais hibridos, como por exemplo os cachapinta ou pintachara
(Pseudoplatystoma reticulatum x Pseudoplatystoma corruscans), que
sdo comercializados como se fossem geneticamente puros e, que
posteriormente serdo utilizados como reprodutores em diversas estagdes
de piscicultura. Este panorama claramente ameaca a biodiversidade dos
estoques naturais e o crescimento da indUstria piscicola no Brasil
(HASHIMOTO et al., 2012, 2016).

Embora no Brasil a producdo de hibridos envolva espécies da
familia Pimelodidae, para muitos géneros, como Steindachneridion,
ainda ndo existem relatos de hibridacdo em cativeiro ou no ambiente
natural, condi¢do que permite que as capacidades genéticas e fenotipicas
das espécies destes géneros possam ser utilizadas plenamente, de modo
a contribuir com o crescimento da piscicultura nacional.

Atualmente o género Steindachneridion apresenta seis espécies
identificadas:  Steindachneridion  amblyurum,  Steindachneridion
parahybae, Steindachneridion doceanum, Steindachneridion scriptum,
Steindachneridion punctatum e Steindachneridion melanodermatum.
Todas elas apresentam em comum o porte grande, a forma das placas
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dentigeras do premaxilar e do vémer, o reduzido numero de rastros
branquiais (13-20), e a presenca de seis a oito raios divididos na
nadadeira dorsal. Com excec¢do da cor escura de S. melanodermatum
todas as outras espécies apresentam uma coloragdo corporal similar,
cujo fundo cinza claro ou acastanhado combina-se com um castanho
escuro e listras vermiculadas escuras, podendo apresentar pontos como
observado em S. amblyurum, S. doceanum e S. parahybae.
(GARAVELLO, 2005).

Todas as espécies do género Steindachneridion sdo endémicas de
bacias hidrograficas presentes no territorio brasileiro (Figura 2) e, sua
distribuicdo possivelmente se deve a eventos geoldgicos do periodo
terciario combinados com alguns do quaternario, eventos que
restringiram a presenca de S. scriptum e S. punctatum, as bacias do alto
rio Parana e do rio Uruguai (GARAVELLO, 2005; ROSA; LIMA,
2008). Recentemente Paixdo (2016), utilizando a técnica do DNA
barcode, determinou que ndo ha divergéncias intraespecificas entre os
animais destas duas bacias hidrogréaficas, embora o valor de divergéncia
(1,3%) seja maior que o valor médio das divergéncias intraespecificas
registradas para peixes (0,36%). Segundo este autor o elevado valor de
divergéncia poderia ser explicado pelo isolamento geogréafico entre as
bacias hidrograficas.

Steindachneridion scriptum (Figura 3) é a espécie alvo deste
trabalho, e por esta razdo serdo apresentadas algumas de suas
caracteristicas, bem como o0s avangos sobre sua criagdo em cativeiro.

1.1. Steindachneridion scriptum (Miranda Ribeiro, 1918)

Steindachneridion scriptum conhecido popularmente com o0s
nomes de suruvi/bocudo (Brasil), bagre-cabezén/mocholo (Argentina) e
Cabezdn (Uruguai) (FISHBASE, 2017) é uma espécie que habita locais
profundos que sucedem corredeiras, em rios de médio a grande porte
(AGOSTINHO et al., 2008), e com habito alimentar predominantemente
piscivoro (ZANIBONI-FILHO; SCHULZ, 2003).

Esta espécie apresenta reduzido nimero de rastros branquiais (15-
17) no seu primeiro arco branquial, boca grande e terminal, cuja
mandibula é ligeiramente mais curta do que o maxilar. A largura média
da sua boca representa 43,26% do comprimento da cabega, que por sua
vez representa em média 29,44% do comprimento padrdo, sendo que ja
foram capturados, no rio Uruguai, exemplares com até 90 cm de
comprimento total e 7,0 kg de peso (ZANIBONI-FILHO et al., 2004;
GARAVELLO, 2005).
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica das espécies do género Steindachneridion
atualmente identificadas.

Género Steindachneridion

Bacia Hidrografica

@ S.amblyurum Rio Jequitinhonha

@ S parahybae Rio Paraiba do Sul

b S doceanum Rio Doce

A S scriptum Rio Uruguai e Alto Rio Parana
¥ S punctatum Rio Uruguai e Alto Rio Parana
ik S. melanodermatum Rio Iguagu

(Adaptado de: Garavello, 2005; Rosa e Lima, 2008; MTPA/Mapa Hidroviario,

2017)
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Figura 3. Exemplar de Steindachneridion scriptum.

(Fonte: Arquivo pessoal)

Estudos sobre biologia reprodutiva apontam que esta espécie
realiza pequenos deslocamentos migratérios durante o periodo
reprodutivo, que ocorre entre 0s meses de setembro e novembro. Em
cativeiro, no entanto, este periodo pode se estender até o més de
dezembro, uma vez que a temperatura da &gua pode influenciar
fortemente o periodo reprodutivo. Por este motivo, animais estocados
em viveiros de terra na regido da Serra Catarinense apresentam periodo
de desova tardio quando comparado com o periodo registrado para
animais estocados no litoral catarinense (ZANIBONI-FILHO;
REYNALTE-TATAJE; HERMES-SILVA, 2010; ABREU, 2015).

Durante o periodo reprodutivo a selecdo de machos sexualmente
maduros é simples, visto que uma leve pressdo abdominal é suficiente
para identificar animais que estdo liberando sémen. Esta caracterizagdo é
muito importante, tendo em vista que S. scriptum ndo apresenta
dimorfismo sexual. Por outro lado, o processo de selecdo de fémeas
maduras é mais trabalhoso e, atualmente, a op¢do mais simples limita-se
ao uso de biopsia ovariana para selecdo de fémeas, cujos ovécitos
apresentem distribuicdo unimodal e didmetro modal minimo de 1,62
mm (ABREU, 2015).

A larvicultura de S. scriptum é uma das fases mais sensiveis
dentro da criacdo desta espécie, dado o comportamento canibal que os
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animais apresentam logo ap0s a reabsorcdo do saco vitelinico, aspecto
responsavel pela reducdo dos indices de sobrevivéncia durante as
primeiras fases de crescimento desta espécie. No entanto, alguns autores
indicam que melhores indices de sobrevivéncia e crescimento podem ser
atingidos quando utilizado alimento vivo (ex: Artemia sp.) e fotoperiodo
com  prolongadas horas de iluminagdo = (ADAMANTE;
WEINGARTNER; NUNER, 2007; SCHUTZ et al., 2008; ZANIBONI-
FILHO et al., 2008a)

Segundo Nascimento (2013), esta espécie apresenta 6timo
desempenho em piscicultura, sendo que juvenis com 70 g podem ser
estocados em tanques-rede em ambiente externo em densidade de 60
peixes/m® sem que haja comprometimento do crescimento corporal,
mesmo durante 0s meses de inverno. Com aproximadamente 35 meses
de criacdo esta espécie pode atingir um peso final médio de 1400 + 330
g com sobrevivéncia média de 99%. De igual forma, em laboratdrio,
juvenis com peso médio de 22,3 g podem ser estocados em densidade de
400 peixes/m® em tanque-rede sem apresentar reducdo significativa em
seus indices de crescimento, com sobrevivéncia média de 98% ap6s 120
dias de criagdo (NASCIMENTO, 2016).

Embora S. scriptum seja uma espécie que se ajusta rapidamente
as condicdes de cativeiro e apresente ampla tolerdncia ao manejo em
determinados procedimentos de rotina, torna-se necessario o uso de
anestesia com o intuito de reduzir a0 maximo o estresse produzido.
Pallamin (2014) mostrou que a concentracdo ideal de eugenol para esta
espécie é de 31,5 mg/L, considerando-se 0 melhor resultado obtido para
0s tempos de indugdo a anestesia e de recuperagao.

Quanto ao aproveitamento comercial dos animais produzidos em
cativeiro, seu rendimento corporal ndo é uma restricdo, dado que os
rendimentos de carcaca e de filé podem atingir 82,91% e 27,4%,
respectivamente, sem apresentar diferencas significativas entre machos e
fémeas (MAGHELLY et al., 2014). A composi¢do corporal dos animais
pode ser aferida antes do abate comercial, sem a necessidade da coleta
de amostras para procedimentos convencionais de composicéo corporal,
uma vez que com o uso da impedancia bioelétrica (BIA) foi possivel
definir as porcentagens de umidade e proteina corporal do S. scriptum
no préprio local de criagdo (ZANIBONI-FILHO et al., 2015).

Em ambiente natural, estudos relacionados a biologia pesqueira,
desenvolvidos pelo Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de
Agua Doce da Universidade Federal de Santa Catarina (LAPAD/UFSC)
na regido do alto rio Uruguai, mostraram que esta espécie ocupa as
primeiras quatro posicdes entre os Siluriformes mais capturados nas
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areas de influéncia dos reservatérios das usinas hidroelétricas de Ita e
Machadinho, sendo que entre os anos 2000-2009 manteve-se entre as
oito morfoespécies com maior biomassa capturada (BEUX;
ZANIBONI-FILHO, 2008; ZANIBONI-FILHO et al., 2008b; SCHORK
etal., 2012; SCHORK, HERMES-SILVA; ZANIBONI-FILHO, 2013).

No entanto diferentes estudos na regido do alto rio Uruguai tém
mostrado reducdo na captura da espécie, reducdo do tamanho efetivo
populacional de fémeas e uma baixa diversidade nucleotidica
(SCHORK, HERMES-SILVA; ZANIBONI-FILHO, 2013; PAIXAO,
2016), sendo esta uma situacdo preocupante ja que, S. scriptum €
considerada oficialmente uma espécie ameacgada de exting¢do (Instrucdo
Normativa n° 05 de 21 de maio de 2004 do Ministério do Meio
Ambiente - MMA), e atualmente a Portaria MMA/445, de 17 de
dezembro de 2014, regula sua captura, transporte e armazenamento ao
proibir ditas atividades (ICMBIO, 2017; MMA, 2017).

Neste sentido, promover a propagacdo em cativeiro de
S. scriptum é uma das medidas adotadas pelo LAPAD para fortalecer a
conservacgdo desta espécie. No entanto, sua condicdo de espécie reofilica
impede a reproducdo natural dos animais mantidos em condicGes de
cativeiro (ZANIBONI-FILHO; REYNALTE-TATAJE; HERMES-
SILVA, 2010). Quando mantidos em confinamento os teleGsteos
migradores, apresentam disfuncdes relacionadas aos estagios finais do
processo reprodutivo (maturacdo final dos ovécitos, ovulagdo, desova e
espermiacao), ainda que algumas espécies desse grupo possam atingir a
maturacdo gonadal (DONALDSON; HUNTER, 1983; ZOHAR;
MYLONAS, 2001).

1.2. Controle neuroendécrino da reproducdo em peixes
teledsteos

Em condi¢cbes naturais, fatores ambientais (temperatura,
fotoperiodo, condutividade da 4gua entre outros), nutricionais
(qualidade do alimento consumido, acumulo de reservas energéticas
entre outras) e sociais (tamanho corporal, proporgao sexual, hierarquias
entre outros) sdo os principais moduladores da resposta neuroenddcrina
para o sucesso reprodutivo de espécies reofilicas (DE VLAMING, 1972;
PETER; YU, 1997; WANG et al., 2006; MIGAUD et al., 2013).

Os primeiros estudos que abordaram a neuroendocrinologia da
reproducdo em peixes foram desenvolvidos a partir da observacdo da
atividade celular de hipofises enxertadas a nivel intramuscular em
Poecilia formosa, cuja propria hipdfise foi removida, determinando
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assim a relacdo entre o hipotalamo e esta glandula (OLIVEREAU,;
BALL, 1966). No entanto, para alguns pesquisadores foi a partir da
publicacdo de Peter e Gill (1975), na qual o atlas estereotaxico do
encéfalo frontal de Carassius auratus foi descrito, que os estudos sobre
a neuroendocrinologia da reprodugdo em peixes comecaram a Sser
desenvolvidos. O avango do conhecimento nesta area tem sido relevante
para o entendimento do processo reprodutivo em mamiferos, uma vez
gue a maioria dos hormodnios e 6rgdos enddcrinos envolvidos na
reproducdo dos teledsteos apresenta seu equivalente em mamiferos, o
gue tem conduzido ao uso mais frequente de peixes como biomodelos
da reprodugdo dos vertebrados (SCHNEIDER; POEHLAND, 2009).

O processo fisioldgico da reproducdo em peixes é o resultado da
integracdo de estimulos externos e internos recebidos por sistemas
sensoriais especificos que os transduzem em uma cascata hormonal ao
longo do eixo hipotalamo-hipéfise-gdnadas (HHG) (Figura 4) e, como o
processo reprodutivo apresenta dinamicas de carater ciclico, os
teledsteos modularam seus organismos para que a reproducdo ocorresse
no periodo do ano em que as condi¢cdes ambientais sdo mais favoraveis
para garantir a sobrevivéncia da prole (WELTZIEN et al.,, 2004;
CUETO, 2009).

A percepcao desses estimulos é regida pelo sistema nervoso, que
integra e transporta esta informacdo até a hipofise mediante sinais
neuroenddcrinos, principalmente de origem hipotalamica, como o
horménio liberador de gonadotropinas (Gonadotropin-Releasing
Hormone, GnRH), que por vez controla e modula a sintese e a liberacéo
de gonadotropinas, hormoénios responsaveis pelo recrudescimento
gonadal e posterior liberacdo dos gametas (WELTZIEN et al., 2004;
ZANUY etal., 2009).

1.2.1. Hormbnio liberador de gonadotropinas (GnRH)

O GnRH é um decapeptideo que foi isolado inicialmente em
alguns vertebrados, como suinos e ovinos (AMOSS et al., 1971;
MATSUO et al., 1971), sendo que desde o inicio da década de setenta
mais de vinte formas naturais de GnRH ja foram encontradas em
diferentes espécies de vertebrados e invertebrados (Tabela 2).

Em peixes este horménio foi isolado pela primeira vez do cérebro
de Oncorhynchus keta (SHERWOOD et al., 1983).



28

Figura 4. Cascata hormonal ao longo do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas
(HHG) em machos. GnRH = hormbnio liberador de gonadotropinas;
DP = dopamina; FSH = horménio foliculo-estimulante; LH = hormdnio
luteinizante; Se = célula de Sertoli; Le = célula de Leydig; G = células
germinativas.

Estimulo externo Estimulo interno
(temperatura, fotoperiodo, etc.) (melatonina, condicao nutricional, etc.)

CEREBRO

Neurotransmissores, Neurohorménios

‘ +/- +-

GnRH <*——— DP

=
Le

L TOg! s’ L4
(17a, 20p-P; 17a, 20p, 21.-P)

Esteroides sexuais
(testosterona, 11-KT)

Estercides ndo sexuais
(ativina B, inibinas)

Fatores ndo hipofisirios
(ex: fator de crescimento insulinico IGF-T)

Espermiacio

Espermatozoides maduros liberados

(Adaptado de: Weltzien et al., 2004)
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Tabela 2. Sequéncia de aminoacidos do GnRH-1 e seus 23 analogos naturais. Os
aminoacidos em negrito indicam diferengas relacionadas a sequéncia registrada
para 0 GnRH-I.

Aminoacido
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vertebrados
Mamifero (GnRH-1) pGlu His Trp Ser Tir Gli Leu Arg Pro Gli.NH2
Porquinho da india pGlu Tir Trp Ser Tir Gli Val Arg Pro GliNH2
Frango- | pGlu His Trp Ser Tir Gli Leu GIn Pro GliNH2
Frango -1l (GnRH- 1) pGlu His Trp Ser His Gli Trp Tir Pro Gli.NH2
R& pGlu His Trp Ser Tir Gli Leu Trp Pro GIliNH2
Peixe-arroz pGlu His Trp Ser Fen Gli Leu Ser Pro GliNH2
Bagre africano pGlu His Trp Ser His Gli Leu Asn Pro Gli.NH2
Salmao-keta (GnRH- I11)  pGlu His Trp Ser Tir Gli Trp Leu Pro GliNH2
Avrenque do pacffico pGlu His Trp Ser His Gli Leu Ser Pro GIliNH2
Seabream pGlu His Trp Ser Tir Gli Leu Ser Pro GIli.NH2
Whitefish pGlu His Trp Ser Tir Gli Met Asn Pro GIli.NH2
Tubaréo pGlu His Trp Ser His Gli Trp Leu Pro GliNH2
Lampreia- | pGlu His Tir Ser Leu Glu Trp Lis Pro GIli.NH2
Lampreia- 111 pGlu His Trp Ser His Asp Trp Lis Pro GIli.NH2
Invertebrados
Polvo pGlu Asn Tir His Fen Ser Asn Gli Trp His Pro GIli.NH2
Tunicate - | pGlu His Trp Ser Asp Tir Fen Lis Pro GIi.NH3
Tunicate - 11 pGlu His Trp Ser Leu Cis His Ala Pro GliNH4
Tunicate - 111 pGlu His Trp Ser Tir Glu Fen Met Pro GIli.NH5
Tunicate - IV pGlu His Trp Ser Asn GIn Leu Thr Pro GIli.NH6
Tunicate - V pGlu His Trp Ser Tir GIn Tir Met Pro GliNH7
Tunicate - VI pGlu His Trp Ser Lis GIn Tir Ser Pro GIli.NH8
Tunicate - VII pGlu His Trp Ser Tir Ala Leu Ser Pro GIli.NH9
Tunicate - VIII pGlu His Trp Ser Leu Ala Leu Ser Pro GIi.NH10
Tunicate - IX pGlu His Trp Ser Asn Lis Leu Ala Pro GIli.NH2

(Adaptado de: Schneider; Tomek; Griindker, 2006)
Siglas utilizadas: pGlu = piroglutamico, Tir = tirosina, His= histidina,

Trp = triptofano, Fen = fenilalanina, Ser = serina, Leu = leucina,
Asn = asparagina, Gli = glicina, Glu = &cido glutdmico, Cis = cisteina,
Asp = é&cido aspartico, GIn = glutamina, Met = metionina, Val = valina,

Arg = arginina, Lis = lisina, Ala = alanina, Thr = treonina, Pro = prolina.

Entre as formas naturais de GnRH existem algumas diferencas
gue estdo associadas principalmente & sequéncia de aminoécidos que
configuram sua estrutura, no entanto, boa parte dos aminoacidos
presentes nas posicdes 1-4, 9 e 10 conserva-se sem apresentar algum
tipo de substituicdo (SCHNEIDER; TOMEK; GRUNDKER, 2006).

As diferentes formas de GnRH recebem seu nome com base na
espécie para a qual foi isolada pela primeira vez (ex: Salmao = sGnRH;
Lampreia = IGnRH), entretanto a possibilidade de encontrar em um
mesmo animal mais de uma destas formas de GnRH fez com que a
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nomenclatura utilizada se tornasse pouco préatica, motivo pelo qual
atualmente utiliza-se uma nomenclatura que considera, além da
caracteristicas moleculares, a origem de expressdo do hormonio no
cérebro. Assim as diferentes formas naturais de GnRH passaram a ser
identificadas dentro de um mesmo animal como GnRH-I (origem:
hipotdlamo; presente na maioria dos vertebrados); GnRH-II (origem:
mesencéfalo; presente em todos os vertebrados) e GnRH-III (origem:
telencéfalo; identificada exclusivamente em peixes) (FERNALD;
WHITE, 1999; DUBOIS et al., 2002; CUETO, 2009).

A liberacdo do GnRH no cérebro é do tipo pulsétil, e a frequéncia
destes pulsos é especifica para cada espécie, sendo que, de forma geral
esta pulsacdo depende do nivel de horménios esteroides
(ex: testosterona) e ndo esteroides (ex: melatonina) presentes no
organismo, existindo também evidéncias da influéncia que a
retroalimentacdo destes hormonios exerce sobre a liberacdo do GnRH
(NUNEMAKER et al., 2003; WELTZIEN et al., 2004; SCHNEIDER;
TOMEK; GRUNDKER, 2006).

Por outro lado, devido a distribuicdo neuroanatdmica diferenciada
gue os neurdnios responsaveis pela sintese das trés formas de GnRH
apresentam, alguns autores sugerem que a sua fungéo no organismo seja
igualmente diferente, ja que existem receptores para estes hormonios em
diferentes tecidos somaticos (ex: figado, rim, génadas) (CUETO, 2009).

Todas as trés formas apresentam capacidade potencial para
estimular a secrecdo dos hormdnios gonadotropicos foliculo-estimulante
(Follicle-Stimulating Hormone, FSH) e luteinizante (Luteinizing
Hormone, LH) pela hipofise, estimulo que é considerado a principal
fungdo do GnRH. Porém a poténcia de estimulo que as diferentes
isoformas apresentam é variavel e, pode estar relacionada com sua taxa
de degradacdo enzimatica, sua vida média de circulacdo e/ou com a
afinidade por determinado receptor (POWELL et al., 1997,
GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2002; SCHNEIDER; TOMEK;
GRUNDKER, 2006; CUETO, 2009; ZOHAR et al., 2010; GOMES;
COSTA; BORELLA, 2013).

1.2.2. Hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante
(LH)

Atualmente sabe-se que os hormdnios gonadotrépicos sdo os
responsaveis pelo controle, de forma coordenada, da fisiologia das
gbnadas dos peixes, sendo que o hormdnio foliculo estimulante (FSH)
regula as divisBes mitdticas da espermatogénese e o hormoénio
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luteinizante (LH) a espermiogénese e a espermiacdo (SCHULZ et al.,
2010).

No entanto, durante muitos anos, acreditou-se que um Unico
horménio gonadotrépico (Gonadotropin Hormone, GtH) era o
responsavel por estas fungfes. Suzuki, Kawauchi e Nagahama (1988),
reportaram pela primeira vez a existéncia de dois tipos diferentes de
GtHs, que em teledsteos comecaram a ser identificadas como
gonadotropinas GtH-1 e GtH-I1. Porém devido a homologia estrutural e
funcional que estes horménios apresentam com as gonadotropinas
identificadas em mamiferos, atualmente eles recebem o mesmo nome
adotado neste grupo de vertebrados: FSH (GtH-I) e LH (GtH-II)
(SCHNEIDER; POEHLAND, 2009; PLANAS et al., 2000).
Estruturalmente os horménios gonadotropicos sdo glicoproteinas
heterodiméricas (cadeias peptidicas com numero diferente de
aminoacidos) que apresentam duas subunidades (a e f) associadas por
ligacdo ndo covalente. A subunidade o apresenta estrutura idéntica a de
outras glicoproteinas secretadas pela hipdfise, como o hormonio
estimulante da tireoide (Thyroid-Stimulating Hormone, TSH), ja a
subunidade S caracteriza a especificidade bioldgica do horménio. Sendo
gue a sequéncia de aminodcidos presentes no LH-# é altamente
conservada na maioria dos vertebrados. A diferenca da sequéncia de
aminoacidos no FSH-B, para o qual a maior variacdo inclui regifes de
ligagdo especifica com o receptor, sugere que a subunidade FSH-4 possa
apresentar diferencas funcionais entre as espécies de teledsteos
(BOIME; BEN-MENAHEM, 1999; SWANSON; DICKEY;
CAMPBELL, 2003; ZANUY et al., 2009; LEVAVI-SIVAN et al.,
2010).

O controle fisiolégico que as gonadotropinas exercem sobre as
gbnadas encontra-se relacionado a dois processos principais: a
gametogénese e a esteroidogénese gonadal. Para compreender este tipo
de controle no organismo dos peixes, 0s estudos nesta area envolveram
0 uso de extratos purificados ou semipurificados das gonadotropinas
isoladas a partir da hipdfise de peixes, de modo que foi possivel
estabelecer que durante a gametogénese 0s horménios FSH e LH podem
estimular a producdo testicular do horménio esteroide 11-
cetotestosterona (11-KT), que por sua vez desempenha um papel
fundamental na regulagéo das fases inicias da gametogénese em diversas
espécies de teledsteos, como Anguilla japonica, Oncorhynchus kisutch e
Pagrus major (SWANSON; DICKEY; CAMPBELL, 2003; ZANUY et
al., 2009)
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O estimulo do LH sobre as células de Leydig, responsaveis pela
producdo de 11-KT, pode ser maior que o estimulo produzido pelo FSH
durante os estagios avancados da espermatogénese, e desta forma, para
algumas espécies sugere-se que o estimulo do FSH na producdo de
horménios esteroides é mais relevante durante as fases inicias da
gametogénese (JIANG et al, 2003; SWANSON; DICKEY;
CAMPBELL, 2003; OHTA et al., 2007). O estimulo do FSH sobre a
liberacdo de hormdnios esteroides esta relacionado com a expressao de
receptores hormonais de FSH nas células de Leydig, aspecto relevante ja
gue em mamiferos este tipo de receptores sdo encontrados
exclusivamente nas células de Sertoli e sua interacdo com o FSH regula
a proliferacdo celular das mesmas, proporcionando o suporte estrutural e
nutricional essencial para as células germinativas (aspecto observado em
todos os vertebrados). Cabe destacar que atualmente existem, para
teledsteos, evidéncias que apontam que o horménio 11-KT produzido
nas células de Leydig estimula nas células de Sertoli a producdo de
fatores como & ativina B e o fator de crescimento insulinico (IGF-I),
moléculas que por sua vez estimulam a liberacdo de gonadotropinas
influenciando assim o processo de espermatogénese (GARCIA-LOPEZ
et al., 2009, 2010; LEVAVI-SIVAN et al., 2010; CHAUVIGNE et al.,
2012).

A producdo de gonadotropinas purificadas ou semipurificadas
apresenta alto custo e demanda elevadas quantidades de material
bioldgico (hipofises), sendo que o produto final pode apresentar
contaminagdo com outras glicoproteinas. Por esse motivo atualmente
sdo utilizadas gonadotropinas recombinantes (rFHS e rLH) obtidas a
partir da expressdao do DNA complementar (cDNA). Com o uso desta
nova técnica foi possivel determinar que para algumas espécies a
expressao de receptores de FSH nos testiculos pode ser estimulada pelo
LH, embora este tipo de interacdo cruzada ndo seja muito clara em
condigdes in vivo (CUETO, 2009; LEVAVI-SIVAN et al., 2010).

A liberagdo das gonadotropinas, como mencionado
anteriormente, esta regulada diretamente pelo neurohorménio GnRH,
sendo que outras substancias quimicas, como o neuropeptideo Y (NPY),
0 &cido gama aminobutirico (GABA), a serotonina e a kisspeptina
desempenham papéis relevantes como estimulantes diretos ou indiretos
da liberacdo destes horménios. Além da retroalimentagdo negativa que
0s hormonios esteroidais exercem sobre a liberacdo das gonadotropinas,
a dopamina é considerada um importante inibidor da liberacdo destes
hormdnios para muitas espécies de agua doce, entre elas os bagres
Clarias gariepinus e Clarias batrachus (VAN ASSELT et al., 1990;



33

CUETO, 2009; LEVAVI-SIVAN et al., 2010; SINGH; KUMAR,;
SINGRU, 2012). A intensidade com que a dopamina pode exercer esta
funcdo inibitéria varia entre as espécies de teledsteos, sendo uma
barreira relevante em ciprinideos e muito mais sutil em salmonideos. A
inibigdo de tipo dopaminergica sobre a liberagdo de gonadotropinas ndo
acontece em todos os teledsteos, sendo que para algumas espécies
marinhas, como Micropogonias undulatus e Sparus aurata, este tipo de
relacdo ainda nao foi estabelecida (DUFOUR et al., 2010).

Em peixes a dopamina pode regular a secrecdo de outros
horménios hipofisarios como o hormoénio de crescimento (growth
hormone, GH). Em estudos in vitro ha evidéncias que apontam que o
mediador da ac¢do do GH, o fator de crescimento insulinico IGF-1, pode
induzir a liberagdo de LH, assim como incrementar o estimulo do GnRH
sobre a liberagdo do FSH durante a fase juvenil de algumas espécies
como Anguilla anguilla, Oncorhynchus mykiss e Oncorhynchus kisutch.
Estes estudos indicam que o papel que desempenha este polipeptidio é
crucial para o estimulo da primeira maturagdo sexual em peixes
(HUANG et al., 1998; WEIL et al., 1999; BAKER et al., 2000;
CANOSA; CHANG; PETER, 2007; LEVAVI-SIVAN et al., 2010).

1.2.3. Espermatogénese e morfologia testicular

Em mamiferos a puberdade é o processo que permite a um animal
atingir pela primeira vez a sua capacidade reprodutiva. Para os peixes, a
primeira maturacdo sexual, como nos mamiferos, é caracterizada pelo
inicio dos processos de espermatogénese e ovogénese, de tal forma que
em machos o primeiro ciclo reprodutivo é atingido quando o animal tem
a capacidade de liberar espermatozoides no limen do tdbulo seminifero
(OKUZAWA, 2002).

Embora a precocidade de algumas espécies para atingir a
primeira maturacdo sexual seja um dos maiores problemas que enfrenta
a industria piscicola dedicada a engorda e comercializacdo de animais
para 0 consumo humano, quando o objetivo é o fornecimento das
formas jovens ou a comercializagdo de ovas (caviar), o atraso dos
juvenis para atingir o primeiro ciclo reprodutivo pode elevar os custos
de manutencdo destes animais (TARANGER et al., 2010). Neste
sentido, identificar os fatores que podem influenciar a primeira
maturacdo de uma espécie em particular € um aspecto relevante para a
compreensdo dos mecanismos basicos relacionados com este processo,
ao mesmo tempo em que se aporta informacgao relevante para a inddstria
piscicola (CARRILLO et al., 2009).
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Fatores externos (ex: fotoperiodo, temperatura, disponibilidade de
alimentos) e internos (ex: esteroides sexuais, fator de crescimento
insulinico, leptinas) sdo os responsaveis pelo inicio da espermatogénese
em peixes, e como alguns destes fatores podem ser manipulados em
condicdes de cativeiro, frequentemente observa-se que 0s animais nestas
condi¢des iniciam sua espermatogénese precocemente, de modo que o
tamanho e a idade de primeira maturacdo sexual nestes animais séo
menores que os de animais capturados na natureza (TARANGER et al.,
2010).

O processo de espermatogénese comprende um conjunto de
eventos que envolve modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas das
células germinativas como resposta ao estimulo exercido por diferentes
hormdnios. Este processo encontra-se dividido em fases claramente
estabelecidas para os peixes, que comecam pelas divisdes mitdticas de
renovagdo nas espermatogbnias-tronco e de proliferacdo das
espermatogbnias. Apos este processo as células iniciam a divisdo
meidtica para dar origem as espermatides haploides, e posteriormente
tem lugar o processo de diferenciacdo celular destas células para formar
0s espermatozoides flagelados que serdo liberados no limen testicular
para sua posterior maturacdo, adquirindo sua capacidade plena de
fertilizacdo (Figura 5) (BILLARD, 1986; SCHULZ et al., 2010;
YARON; LEVAVI-SIVAN, 2011; MYLONAS; DUNCAN;
ASTURIANO, 2017).

Segundo De Rooij e Russell (2000) existem dois grandes grupos
de espermatogbnias: as indiferenciadas, que abrangem as
espermatogonias de tipo A (incluindo as espermatogbnias-tronco), e as
espermatogonias diferenciadas, que abrangem as espermatogodnias tipo
intermediario e tipo B. Esses trés tipos de espermatognias configuram a
base celular para que o processo de espermatogénese seja possivel, e
neste sentido o ndmero de divisbes mitdticas (8-9 divisdes por célula)
possibilitam o aumento inicial do nimero de células germinativas, ao
mesmo tempo em que regula o ndmero de células germinativas
presentes no tecido germinativo, de modo a garantir uma proporcéo
adequada entre as células germinativas e as de Sertoli.

Alguns autores sugerem que o inicio das divisGes mitéticas nas
espermatogonias-tronco seria promovido pela acdo do horménio 17p-
estradiol (E2) produzido nas células de Leydig, cuja acdo sobre as
células de Sertoli possivelmente estimula a producdo do fator de
renovacdo das espermatogdlnias-tronco (gonadal soma-derived growth
fator, GSDF) (MIURA; MIURA, 2003; YARON; LEVAVI-SIVAN,
2011).
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Figura 5. Regulacéo enddcrina da espermatogénese em teledsteos.
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Subsequente a este processo, 0 horménio 11-KT estimularia a
proliferacdo das espermatogdnias mediante a acdo de fatores como a
ativina B e o IGF-I, e assim que as novas células surgem elas séo
envolvidas pelas células de Sertoli, formando cistos dentro dos quais 0s
trés tipos de espermatogdnias continuam seus processos de divisdo
mitética para formar um conjunto de células interconectadas
denominado de espermatocistos (YARON; LEVAVI-SIVAN, 2011;
QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER, ISHIBA, 2013).

No interior destas estruturas as espermatogbnias de tipo B
iniciam a sua primeira divisdo meiGtica para dar origem aos
espermatocitos e estes por sua vez completam a segunda divisdo
meidtica ao interior dos espermatocistos (apenas em espécies com
desenvolvimento gonadal cistico) dando origem as espermatides, células
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gque ao passar por um processo de diferenciacdo celular
(espermiogénese) dardo origem aos espermatozoides que posteriormente
serdo liberados no limen testicular para sua posterior maturagdo. Esses
dois processos sdo regulados pelo horménio 17«, 20p-dihidroxi-4-
pregnen-3-one (DHP) produzido nas proprias células germinativas a
partir do horménio 11-KT (SAKAI et al., 1989; SCHULZ et al., 2010;
QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER, ISHIBA, 2013).

Em algumas espécies de peixes o0s espermatozoides liberados no
lumen sdo considerados gametas sem funcionalidade, de tal forma que
ainda sdo necessarias algumas mudancas de carater fisioldgico
(maturagdo espermadtica), para que 0s espermatozoides adquiram a sua
capacidade completa de fertilizacdo (SCHULZ et al., 2010).

Alguns autores sugerem que estas mudancas estdo reguladas pelo
horménio esteroide DHP cuja acdo sobre 0s espermatozoides ativa a
enzima anidrase carbdnica promovendo o aumento do pH no plasma
seminal, que por sua vez aumenta 0s niveis de mensageiros
intracelulares como o cAMP (cyclic adenosine monophosphate) no
espermatozoide, o que possibilita a sua motilidade (MIURA; MIURA,
2003; SCHULZ et al., 2010).

O desenvolvimento dos diferentes estagios das células
germinativas ao longo do tempo caracteriza o desenvolvimento
testicular dos peixes. No entanto, é a abundancia de espermatozoides
presentes na gbnada ao longo do ano, o fator que caracteriza uma
espermatogénese do tipo sazonal ou continua (BILLARD, 1986).

Por outro lado, o desenvolvimento gonadal pode ser classificado
como cistico, quando a ruptura dos espermatocistos libera
espermatozoides no lUumen testicular ou de semi-cistico, quando a
ruptura libera espermatides, e 0s subsequentes processos de
diferenciacdo celular acontecem no Iimen (MYLONAS; DUNCAN;
ASTURIANO, 2017).

O tipo de maturacdo gonadal que apresenta a maioria de
Siluriformes machos pode ser considerado de tipo assincrénico, com
desenvolvimento espermatogonial restrito (ex: vesicula seminal na
regido caudal da gbnada) ou irrestrito, devido & presenca de todos 0s
estagios de desenvolvimento das células germinativas (MAZZOLDI;
LORENZI; RASOTTO, 2007; SCHULZ et al., 2010; MELO et al.,
2011; MYLONAS; DUNCAN; ASTURIANO, 2017).

O sistema reprodutivo dos Siluriformes, especialmente o0s
testiculos dos machos, apresenta uma ampla variedade de caracteristicas
morfoldgicas (Figura 6), como a presenca de I6bulos digitiformes
(franjas) ao longo do testiculo, como observado em R. quelen
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(GHIRALDELLLI et al., 2007) ou de gbnadas solidas (sem franjas) e
alongadas como as presentes em Callichthys callichthys (MAZZOLDI;
LORENZI; RASOTTO, 2007).

Segundo Melo et al. (2011), estas caracteristicas podem estar
associadas as diferentes estratégias reprodutivas observadas nesta ordem
taxondmica. Independentemente da anatomia do testiculo, a maioria dos
Siluriformes que apresentam posicdo de destaque na piscicultura
mundial produzem um elevado volume de sémen, condicdo que facilita
a coleta do sémen mediante leve pressdo abdominal durante os
procedimentos de reprodugdo em cativeiro.

Figura 6. Caracteristicas macroscopicas do testiculo maduro de alguns
Siluriformes. a) Trachelyopterus galeatus. b) Pseudoplatystoma corruscans.
c) Lophiosilurus alexandri. d) Rhinelepis aspera. Cr = regido cranial.
Cd = regido caudal. Fi = lébulos filiformes (franjas digitiformes). Sv= vesicula
seminal. Sd = ducto espermatico. Fo = lI6bulos dobrados.

(Fonte: Melo et al., 2011)
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No entanto, em algumas espécies como Ictalurus punctatus, as
células da linha germinativa ndo estdo presentes ao longo de todo o
testiculo (espermatogonial restrito), uma vez que a regido caudal so
apresenta células com atividade secretora (SNEED; CLEMENS, 1963).
Para alguns autores a presenca de lébulos digitiformes e o tecido
glandular na regido caudal do testiculo dificultam a coleta de sémen
mediante pressdo abdominal o que torna a coleta de sémen bastante
trabalhosa e dispendiosa, sendo necessario o abate de reprodutores em
espécies como Pimelodus maculatus e Clarias gariepinus (SATO et al.,
1999; VIVEIROS; EDING; KOMEN, 2001).

Considerando-se que o tipo de fertilizacdo observada em
Siluriformes pode ser interna (Trachelyopterus galeatus), externa
(Pseudoplatystoma corruscans) ou, inclusive, através da passagem do
trato digestorio (Corydoras aeneus, inseminagdo tipo sperm drinking)
(KOHDA et al., 1995; MAZZOLDI; LORENZI; RASOTTO, 2007,
MELO et al., 2011), a descricdo do testiculo de machos de S. scriptum
torna-se um aspecto relevante para a identificagdo da melhor estratégia
reprodutiva, bem como para a sugestdo de alternativas que facilitem a
propagacao desta espécie em cativeiro.

1.3. Indugéo hormonal

As bases da indu¢do hormonal como ferramenta para superar as
disfungdes do processo reprodutivo observado em espécies reofilicas
surgiram no inicio da década de 30 na América do Sul, quando o
argentino Bernardo Houssay publicou seus estudos sobre a importancia
do Iébulo anterior da hipéfise na atividade sexual dos peixes. Com base
neste estudo o pesquisador brasileiro Rodolpho von Ihering idealizou a
técnica de hipofisagdo, ao aplicar em reprodutores as gonadotropinas
naturais presentes na hipdfise, conseguindo assim, pela primeira vez,
resultados positivos na indugdo a desova e na espermiacdo de uma
espécie reofilica em condicdes de cativeiro (NETO; RIBEIRO, 1946;
ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007).

As terapias hormonais mais usadas incluem aplicacdes
intramusculares e/ou intraperitoneais de indutores hormonais como:
extratos de hipofises de mamiferos, aves e peixes; extratos purificados
de gonadotropinas (ex: gonadotropina coriénica humana), assim como o
uso de analogos sintéticos das isoformas do GnRH-I, GnRH-Il e GhRH-
I1l. Cabe destacar que os andlogos sintéticos (GnRH-a) podem ser
aplicados por meio de injecGes ou de implantes de liberacdo lenta,
permitindo a producgdo de gonadotropinas enddgenas cuja acdo sobre as
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gbnadas é mais eficiente, melhorando assim o estimulo na producéo de
hormdnios esteroides (STREIT JR et al., 2003; INGRAM et al., 2005;
MYLONAS; FOSTIER; ZANUY, 2010; HAFEEZ-UR-REHMAN et
al., 2015; MARTINS et al., 2017).

O extrato pituitario de carpa (EPC) é coletado de exemplares que
apresentam caracteristicas externas de animais sexualmente maduros e a
espera dos estimulos ambientais adequados para que a reproducéo tenha
lugar, no entanto, o teor de gonadotropinas presentes na hipéfise no
momento da sua coleta esta sujeito a variacdes individuais proprias das
condigdes fisioldgicas e genéticas dos animais coletados (MELAMED
et al., 1998; ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007). Estas
variacdes, somadas a possibilidade de transmisséo de doencas e ao alto
custo que o EPC pode alcangar no mercado (ZANIBONI-FILHO, 1995;
CEJKO et al., 2012; BRABO et al., 2015) sdo alguns dos aspectos que
incentivam a procura por alternativas ao uso do EPC como promotor da
maturacao final em espécies reofilicas (BRITZ, 1991; STREIT JR et al.,
2003; MYLONAS; ZOHAR, 2007; ANDRADE et al., 2015).

Neste sentido o uso do GnRH-a ganha cada vez mais espa¢o no
setor piscicola, uma vez que este tipo de produtos sintéticos apresentam
alta estabilidade molecular, zero risco biolégico, homogeneidade entre
os lotes e que sua estrutura (peptideos) ndo estimula reagdes
imunol6gicas nos reprodutores, evitando a resisténcia a sucessivos
programas de indu¢do hormonal (MYLONAS; FOSTIER; ZANUY,
2010; VAZIRZADEH et al., 2011; ITTZES et al., 2015)

Entre os anadlogos de GnRH utilizados em Siluriformes
neotropicais 0 Ovaprim®, horménio liberador de gonadotropinas do
salmdo (sGnRH-a), associado a um agente antidopaminérgico vem
sendo utilizado para promover a desova e/ou a espermiacdo em Rhamdia
quelen (ITTZES et al., 2015), Pseudoplatystoma fasciatum (NUNEZ et
al., 2008), Pimelodus pictus (HILL et al., 2009), apresentando 6timos
resultados. Por outro lado, o acetato de buserelina, um analogo do
hormdnio liberador de gonadotropinas de mamiferos (MGnRH-a) com
amplo sucesso no tratamento de disfungbes reprodutivas em
vertebrados, tem sido pouco testado em peixes. Resultados positivos de
desova efou espermiacdo foram relatados para P. lineatus (ANDRADE
et al., 2015), Brycon orbignyanus (PAULINO et al., 2011) e Piaractus
brachypomus (CHAVES-MORENO et al., 2012).
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1.4. Qualidade espermatica

Embora 0 uso adequado de indutores hormonais permita que a
maturacdo final das espécies reofilicas ocorra em confinamento, o
sucesso reprodutivo pode apresentar incertezas, uma vez que promover a
desova ou a espermiagdo de um animal ndo garante a obtencdo de
gametas com alta qualidade. Por esta razdo é fundamental maximizar as
taxas de fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario, porém a
qualidade dos gametas é influenciada por diferentes fatores internos e
externos ao organismo, assim como por algumas praticas de manejo
(BOBE; LABBE, 2010).

Para a determinacdo da qualidade espermatica em peixes 0s
principais pardmetros monitorados sdo o volume e a cor do sémen, a
composicdo do plasma seminal, a motilidade espermatica, a morfologia
e a concentracdo dos espermatozoides (STREIT JR et al., 2008; BOBE;
LABBE, 2010; MYLONAS; DUNCAN; ASTURIANO, 2017).

A importancia da qualidade dos espermatozoides tem sido
ofuscada pela importancia dada a qualidade dos ovoécitos, o que conduz
a ignorancia quanto ao uso frequente de sémen de baixa qualidade
durante a reproducdo artificial (RURANGWA et al., 2004).

Para alguns autores a motilidade espermatica é o parametro que
melhor representa a qualidade dos gametas de um reprodutor, uma vez
gue existe uma elevada correlagdo entre este parametro e as taxas de
fertilizaco e eclosio (BOBE; LABBE, 2010; MYLONAS; DUNCAN;
ASTURIANO, 2017). Embora durante muitos anos a motilidade
espermatica tenha sido avaliada por metodologias subjetivas que
dependiam do nivel de treinamento do responsavel por sua aplicagéo,
atualmente sdo utilizados sistemas computadorizados (Computer
Assisted Sperm Analysis - CASA) que permitem uma andlise objetiva da
qualidade esperméatica (MATOS et al., 2008; FAUVEL; SUQUET;
COSSON, 2010; SANCHES et al., 2010).

Estes sistemas avaliam o0 movimento individual dos
espermatozoides mediante a analise detalhada de imagens sucessivas
captadas através de video. Entre as vantagens deste sistema encontra-se
a possibilidade de quantificar um elevado nimero de células
simultaneamente ainda que estas apresentem um padrdo de motilidade
heterogéneo, permitindo a obtengéo de dados de motilidade e velocidade
espermatica. Basicamente os parametros de movimentacdo espermatica,
produzidos pelo CASA, que sdo mais utilizados como ferramentas de
apoio para determinar a qualidade dos gametas em peixes séo:
motilidade espermatica (%) (MOT - taxa de espermatozoides em
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movimento), velocidade curvilinear (um/s) (VCL - velocidade da
trajetdria real do espermatozoide), velocidade média do deslocamento
(um/s) (VMD - velocidade da trajetéria média do espermatozoide),
velocidade em linha reta (um/s) (VLR — velocidade média em funcédo da
linha reta estabelecida entre o primeiro e o Gltimo ponto da trajetéria do
espermatozoide) e retilinearidade (%) (RET- relacdo percentual entre
VLR e VMD que estima quéo proxima de uma linha reta se encontra a
trajetoria espermética) (MATOS et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

O suruvi S. scriptum é uma espécie que vem apresentando 6timos
indices de desempenho zootécnico em condicBes experimentais de
criacdo. Além disso, destaca-se que sua carne € considerada nobre e o
rendimento em carcaca nao apresenta diferengas entre machos e fémeas
(MEURER; ZANIBONI-FILHO, 2000; SCHUTZ et al., 2008;
MAGHELLY et al.,, 2014). No entanto, sua condicdo de espécie
ameacada de extincdo, sua baixa diversidade nucleotidica, assim como a
crescente pressdo antrdpica sobre seu habitat natural e a dificuldade para
alcangar o sucesso reprodutivo em condi¢des de cativeiro (ZANIBONI-
FILHO; REYNALTE-TATAJE; HERMES-SILVA, 2010; PAIXAO,
2016; MMA, 2017) sdo aspectos que estimulam a realizacdo de estudos
voltados ao entendimento da sua fisiologia reprodutiva com o intuito de
desenvolver estratégias que fomentem seu aproveitamento sustentavel
como recurso aquicola para inddstria piscicola e possibilite sua
conservagdo no ambiente natural.

Por outro lado, fatores relacionados as condigdes ambientais
podem produzir variagdes no desenvolvimento gonadal dos peixes,
afetando a qualidade dos seus gametas e o seu desempenho reprodutivo
(ARANTES et al., 2010; BOBE; LABBE, 2010), razdo pela qual avaliar
a influéncia das condi¢fes ambientais de criacdo sobre o desempenho
zootécnico e o desenvolvimento gonadal no S. scriptum, é um aspecto a
ser explorado para melhorar 0 manejo de exemplares adultos em
condicdes de cativeiro e ao mesmo tempo compreender sua dindmica
reprodutiva neste tipo de ambiente, para assim aproveitar a0 maximo o
periodo reprodutivo e tornar mais eficiente os programas de propagacéo
artificial.

Neste sentido, o Unico indutor hormonal testado com sucesso no
S. scriptum é o extrato pituitdrio de carpa (ZANIBONI-FILHO;
REYNALTE-TATAJE; HERMES-SILVA, 2010), sendo, portanto,
necessario avaliar outros indutores hormonais, de modo a encontrar
novas alternativas para 0 sucesso reprodutivo desta espécie em
condicdes de cativeiro.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar o desenvolvimento gonadal durante a primeira
maturacao sexual e avaliar a qualidade do sémen em exemplares machos
de Steindachneridion scriptum mantidos em condi¢es de cativeiro.

3.2. Objetivos especificos

a) Descrever a maturagdo gonadal em machos de
S. scriptum, com base nas mudangas macroscadpicas e
microscopicas das gbnadas ao longo do ciclo
reprodutivo observado em animais mantidos em
cativeiro.

b) Definir o tamanho e a idade de primeira maturacéo
sexual em machos de S. scriptum mantidos em
condices de criacéo.

c) Estimar a idade de primeira maturacdo sexual dos
machos de S. scriptum mediante o uso de um modelo
de crescimento.

d) Awvaliar a influéncia de analogos do GnRH sobre a
qualidade do sémen em reprodutores de S. scriptum
criados em condicGes de laboratério.

e) Avaliar a viabilidade econdmica do uso de anélogos
de GnRH como alternativa ao uso do EPC como
indutor da espermiacdo em reprodutores de S.
scriptum.
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4. FORMATACAO DOS ARTIGOS

Os artigos apresentados nesta Tese estdo redigidos segundo as
normas das revistas Aquaculture (Qualis A2) e Animal Reproduction
Science (Qualis B1).

O artigo do Capitulo 1, intitulado “Influéncia das condicdes de
criacdo sobre o desempenho zootécnico e a primeira maturacdo sexual
em machos de Steindachneridion scriptum”, sera submetido a revista
Aquaculture.
https://www.elsevier.com/journals/aquaculture/0044-8486/quide-for-
authors

O artigo do Capitulo 2, intitulado “Uso de analogos de GnRH
como promotores da espermiacdo em Steindachneridion scriptum”, sera
submetido a revista Animal Reproduction Science.
https://www.elsevier.com/journals/animal-reproduction-science/0378-
4320/quide-for-authors



https://www.elsevier.com/journals/aquaculture/0044-8486/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/aquaculture/0044-8486/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/animal-reproduction-science/0378-4320/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/animal-reproduction-science/0378-4320/guide-for-authors
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Capitulo 1: INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CRIACAO
SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICO E A PRIMEIRA
MATURACAO SEXUAL EM MACHOS DE
Steindachneridion scriptum

Jhon Edison Jimenez?", Alex Pires de Oliveira Nufier?

al_aboratorio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD),
Departamento de Aquicultura, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina, Rodovia Francisco Thomaz dos
Santos, 3532, Floriandpolis, Santa Catarina, CEP 88066-260, Brasil.
*Autor para correspondéncia. Laboratorio de Biologia e Cultivo de
Peixes de Agua Doce (LAPAD), Departamento de Aquicultura, Centro
de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina, Rodovia
Francisco Thomaz dos Santos, 3532, Florian6polis, Santa Catarina, CEP
88066-260, Brasil. Telefone: +55 48 3721 6300.

Endereco eletrdnico: jejimenezro@gmail.com (J.E. Jimenez),
alex.nuner@ufsc.br (A.P.O. Nufier).

RESUMO

A determinag8o da idade de primeira maturacdo sexual, considerando-se
como base as mudangas microscopicas das células germinativas de
Steindachneridion scriptum, é uma condicdo importante para o
estabelecimento de estratégias para o desenvolvimento da produgéo
desta espécie em cativeiro. Realizamos a descricdo das fases do
desenvolvimento gonadal em machos submetidos a duas condi¢des de
criacdo, e avaliamos a relacdo destas condi¢cbes com o desempenho
zootécnico e a primeira maturacdo sexual. Peixes com quatro meses de
idade foram estocados em condicdo de laboratério (indoor: 250 peixes
em caixas de 750 L acopladas a um sistema de recirculagdo) e em
condicdo externa (outdoor: 480 peixes em tanque-rede de 8,0 m3).
Durante vinte meses de criacdo o desempenho zootécnico e as fases da
espermatogénese foram acompanhados através de biometrias e coletas
mensais das génadas. Os animais atingiram peso final médio de 436,78
+ 26,13 g no ambiente indoor e de 107,02 + 32,30 g no ambiente
outdoor, com sobrevivéncia superior a 80% em ambos 0s ambientes. O
ganho em peso, o ganho em comprimento, a taxa especifica de
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crescimento e a taxa de retencdo proteica foram influenciadas pelas
condi¢des de criacdo. O crescimento dos animais submetidos as
condi¢des de criagdo indoor e outdoor foi descrito pelo modelo de
Ohnishi (P<0,001). Foram constatadas cinco fases do desenvolvimento
gonadal: imaturo, desenvolvimento, apto a liberar esperma, regressdo e
regeneracdo. A primeira maturacdo sexual dos machos mantidos no
ambiente indoor foi atingida aos 13 meses de idade, com comprimento
médio total de 28,50 + 2,15 cm, e no ambiente outdoor aos 22 meses de
idade e 20,96 £ 1,86 cm.

Palavras-chave: cativeiro, crescimento, maturacdo gonadal, suruvi.
Highlights

e [Foram registrados o tamanho e a idade da primeira
maturacdo sexual para os machos de Steindachneridion
scriptum em condigdes externas e de laboratorio.

e O estudo apresenta a descricdo microsclpica e
macroscopica dos testiculos de machos desta espécie
durante o ciclo reprodutivo.

e O estudo analisa 0 crescimento de S. scriptum em sistema
de criagdo indoor e outdoor.

ABSTRACT

The determination of the age of the first sexual maturation based on the
microscopic changes of the germinative cells of Steindachneridion
scriptum is an important issue because it helps to define strategies for
the development of the production of this species in captivity. We
described the stages of gonadal development in two breeding conditions,
and the relationship between these conditions with the zootechnical
performance and the first gonadal maturation of males. Four-month-old
fish were stocked under laboratory condition (indoor: 250 fish in 750 L
polyethylene boxes) and external condition (outdoor: 480 fish in 8.0 m?
net cage). For twenty months of breeding the zootechnical performance
and the phases of spermatogenesis were monitored through biometries
and monthly sampling of gonads. The animals reached an average final
weight of 436.78 + 26.13 g in the indoor condition and 107.02 + 32.30 ¢
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in the outdoor environment, with a survival greater than 80% in both
conditions. The weight gain, length gain, specific growth rate and
protein retention rate were influenced by the conditions of farming. The
growth observed in the animals submitted to the indoor and outdoor
conditions was described by the Ohnishi model (P<0.001). Five stages
of gonadal development were established: immature, maturing, ripe,
regression and recovering. The first gonadal maturation of the males
kept in indoor environment was registered at the age of 13 months, with
average length of 28.50 + 2.15 c¢cm, condition that was reached by males
kept in outdoor condition at 22 months of age and length of 20.96 + 1.86
cm.

Keywords: captivity, growth, sexual maturation, suruvi.

Highlights:

e It was found the size and age of the first sexual maturation
for males of Steindachneridion scriptum under external and
laboratory conditions.

e Microscopic and macroscopic description of the testis over
the reproductive cycle.

e Analysis of the growth in S. scriptum in indoor and outdoor
systems.

1. INTRODUCAO

A primeira maturacgao sexual dos machos em algumas espécies de
teledsteos € caracterizada pelo inicio do processo de espermatogénese,
de tal forma que o primeiro ciclo reprodutivo destes animais é atingido
quando os juvenis obtém a capacidade de liberar espermatozoides no
lumen do tdbulo seminifero (Okuzawa, 2002). A precocidade com que
0s machos atingem pela primeira vez a capacidade reprodutiva pode ser
relacionada com suas taxas de crescimento somatico, uma vez que a
relacdo positiva entre o crescimento e a idade de primeira maturagdo
sexual tem sido observada tanto em espécies de A&gua doce
(Oncorhynchus masu) quanto em espécies marinhas (Hippoglossus
hippoglossus) (Amano et al., 1997; Huang et al., 1998; Norberg et al.,
2001; Okuzawa, 2002).

Fatores externos (ex: fotoperiodo, temperatura, disponibilidade de
alimentos) e internos (ex: esteroides sexuais, fator de crescimento
insulinico, leptinas) sdo os responsaveis pelo inicio da primeira
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maturacdo sexual em peixes, sendo que alguns destes fatores podem ser
manipulados para acelerar ou retardar a primeira maturacdo sexual de
uma determinada espécie (Taranger et al., 2010). Neste sentido, os
custos que envolvem a manutencdo dos juvenis até o primeiro ciclo
reprodutivo podem ser reduzidos quando se atinge com precocidade esta
condicdo fisiologica (Okuzawa, 2002).

O crescimento € um importante processo fisioldgico que pode
influenciar a fecundidade e a qualidade dos gametas dos peixes (Trippel
et al,, 1997), sendo o horménio de crescimento (GH) o principal
responsavel pela producdo e liberacdo hepética do fator de crescimento
insulinico tipo | (IGF-1), cuja interagdo com o eixo hipotdlamo-hipéfise-
gbnadas (HHG) em algumas espécies esta relacionada com os processos
de maturacdo gonadal durante o periodo reprodutivo (Reinecke, 2010).

Diversas fungBes matematicas envolvendo as variaveis
biométricas, de peso e comprimento, sdo utilizadas para descrever o
crescimento individual que um organismo atinge em determinadas
condi¢des ambientais (Karkach, 2006). Para a maioria das espécies
produzidas em piscicultura o crescimento observado ajusta-se ao
modelo matematico desenvolvido por von Bertalanffy, que considera o
tamanho do corpo como uma fun¢do da idade (von Bertalanffy, 1938).
No entanto, a equacgdo classica deste modelo ndo considera 0 gasto
energético dispendido no processo reprodutivo. Devido a essa restricao,
Ohnishi et al. (2012) sugeriram um modelo no qual a proporcdo de
energia destinada para reproducdo é modificada com o incremento da
idade, 0 que produz uma curva do tipo logistica cujo ponto de inflexdo
marca a primeira maturacdo sexual do peixe.

O suruvi (Steindachneridion scriptum) é uma espécie reofilica
cuja distribuicdo se restringe as bacias hidrograficas do Alto rio Parana e
do rio Uruguai (Agostinho et al., 2008; MMA, 2017). No entanto, esta
classificada no status “em perigo de extingdo” pelo Ministério do Meio
Ambiente (Portaria n° 445 de 17 de dezembro de 2014).

Com o objetivo de aumentar a possibilidade de utilizacdo de S.
scriptum como um recurso para a industria piscicola e gerar subsidios
para sua conservacao, o presente estudo descreve e relaciona as fases do
desenvolvimento gonadal desta espécie com o desempenho e a
precocidade em que 0s machos atingem a primeira maturacdo sexual
guando mantidos em condicGes externas (outdoor) e em laboratorio
(indoor).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Origem dos peixes e delineamento experimental

Neste estudo foram utilizados juvenis de S. scriptum com peso
médio de 20,92 + 0,29 g e comprimento total 12,38 + 0,05 cm (média +
desvio padrdo), obtidos por reproducdo induzida de matrizes F1, cuja
linhagem deriva de reprodutores selvagens provenientes da bacia do alto
rio Uruguai.

Os juvenis foram mantidos em dois sistemas de criacdo: indoor e
outdoor. Os animais mantidos indoor permaneceram dentro das
instalacdes do Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua
Doce (LAPAD) na cidade de Floriandpolis (altitude média 2,7 m)
(27°43'44.0"S 48°30'32.4"W) e foram estocados na densidade de 25
peixes (35 peixes/m®) em trés caixas de polietileno com volume dtil de
710 L, abastecidas por um sistema de recirculagio de agua com
temperatura controlada em torno de 26 °C e taxa de renovacgdo de 11,00
+ 1,04 L/s, sob fotoperiodo controlado (12 horas de luz : 12 horas de
escuro). Duas unidades de reposicdo de peixes foram mantidas na
mesma densidade e em outra caixa foram estocados 125 peixes, de
modo a garantir que a densidade de estocagem (n = 250) fosse mantida
nas unidades experimentais durante o periodo de coleta de gdnadas.
Deste modo, os peixes amostrados para a coleta de gbnadas nas
unidades experimentais, bem como o0s que morreram naturalmente,
foram substituidos por animas de tamanho similar, que permaneceram
em iguais condi¢des de criacao.

No sistema outdoor os juvenis foram mantidos nas instalagGes da
EPAGRI, localizada no municipio de Cacador (altitude média 920 m),
na regido meio-oeste do estado de Santa Catarina, Brasil (26°50'44.1"S,
50°58'23.9"W). Neste local, 280 peixes (35 peixes/m?®) foram estocados
em um tanque-rede de 8,0 m3 (2m x 2m x 2m) com tamanho de malha
de 1,0 cm, instalado em uma lagoa artificial de dois hectares de I[amina
de &gua, sob a influéncia das condigBes naturais caracteristicas da
regido. Em um segundo tanque-rede com as mesmas caracteristicas
foram mantidos animais para reposicao (n=200).

Todos os procedimentos deste estudo seguiram o Protocolo
CEUA PP00788, aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina.
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2.2. Aspectos gerais do manejo

A estocagem dos animais nas unidades experimentais nos
sistemas indoor e outdoor foi realizada quando os juvenis de S. scriptum
apresentavam quatro meses de idade e aceitavam ragdo comercial de 2,0
mm. Os peixes mantidos em cada condicdo de criagdo foram
alimentados duas vezes por dia até a saciedade aparente com racdo
comercial extrusada (40% de proteina bruta), ofertada as 09:00 h e as
16:00 h, de marco de 2014 a novembro de 2015 (621 dias). No sistema
indoor o consumo de racdo foi quantificado diariamente e os pellets ndo
consumidos 20 min apo6s o término da alimentagcdo foram contados e
removidos das caixas no laboratdrio, possibilitando estimar o consumo
diério aparente. Dada a dificuldade de acesso ao interior do tanque-rede,
no sistema outdoor o ndmero de pellets ndo consumidos foi obtido por
estimativa.

A temperatura, o pH, a condutividade elétrica, a salinidade e a
concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) foram monitoradas
diariamente, utilizando uma sonda multiparametro YSI (Pro Plus). As
concentragGes de amonia total (NH4 + NHs) e de nitrito (N-NO2) foram
mensuradas uma vez por semana, utilizando um fotocolorimetro AT
10P. A alcalinidade e a dureza foram avaliadas uma vez por semana
através do método de titulacdo. Nos tanques-rede a transparéncia da
agua foi monitorada diariamente na parte externa com um disco de
Secchi.

Duas vezes por semana o fundo das caixas de polietileno do
sistema indoor foi sifonado para a remocéo de sedimentos e apds esse
procedimento foi realizado o ajuste da vazao de entrada de 4gua em cada
unidade experimental. No sistema outdoor os tanques-rede foram
substituidos por novas estruturas com as mesmas caracteristicas aos dez
meses de experimentacdo, de modo a garantir a qualidade da agua no
interior dos mesmos.

2.3. Biometrias e variaveis de desempenho

Biometrias mensais foram realizadas utilizando amostras de 15
peixes de cada unidade experimental do sistema indoor e em 45 peixes
do sistema outdoor, previamente submetidos a jejum de 24 h. Durante
0s meses de junho e julho (inverno) ndo foram realizadas biometrias no
sistema outdoor, de modo a evitar a ocorréncia de mortalidade em
decorréncia do manejo.
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Devido a auséncia de dimorfismo sexual em S. scriptum, durante
as biometrias mensais 0s peixes receberam uma leve pressdo abdominal
na tentativa de identificar indicios de espermiacdo. Quando havia
liberacdo de sémen o animal era anestesiado com eugenol (60 mg/L), e
recebia um marcador PIT-tag, que era implantado intramuscularmente
na regido dorsal com o intuito de diferenciar os machos que atingiram a
maturacdo gonadal das fémeas presentes na unidade experimental.

Para avaliar o crescimento foram mensurados o peso (g) e o
comprimento total (cm), com uma balanca eletrénica e um ictidbmetro,
respectivamente. As variaveis de desempenho estimadas foram: Ganho
em peso (GP; g) = (peso final - peso inicial); Ganho em comprimento
(GC; cm) = (comprimento final - comprimento inicial); Biomassa total
(BT; kg) = (somatdria do peso individual dos peixes da unidade
experimental); Taxa de crescimento especifico (TCE; %) = {[(In peso
final — In peso inicial) / tempo de criacdo] x 100}; Consumo diario de
racdo por peixe (CDR; g)= [(consumo total / nimero de peixes) / dias de
alimentacdo]; Conversdo alimentar aparente (CAA) = (consumo total /
ganho em peso); taxa de retencdo proteica (TRP; %) = [100 x (proteina
corporal final — proteina corporal inicial) / consumo em proteina
(matéria seca)]; Sobrevivéncia (S; %) = (nimero inicial de peixes x 100
/ nimero final de peixes); Fator de condigdo alométrico (K’) = (W/L{")
onde W = peso do peixe, L= comprimento do peixe e b = 1,96,
conforme apontado por Nufier e Zaniboni-Filho (2009) para S. scriptum.

2.4. Coleta de gbnadas

Apdbs a biometria mensal e com base no peso médio registrado
em cada unidade experimental seis animais (dois peixes de cada unidade
experimental do sistema indoor; seis peixes do tanque-rede no sistema
outdoor), foram selecionados e eutanasiados por overdose de eugenol
para retirada das gonadas.

Uma vez registrado 0 peso e o comprimento total dos animais
uma incisdo ventral foi realizada para facilitar a exposi¢do das gbnadas e
possibilitar seu registro fotogréfico, a0 mesmo tempo em que era
realizada uma avaliagdo macroscdpica de aspectos anatdmicos,
coloragdo, irrigacdo sanguinea e liberacdo ou ndo de gametas, para
classificar os animais em uma das fases do ciclo reprodutivo - imaturo,
desenvolvimento, apto a liberar esperma, regressdo ou regeneracgao -,
propostas por Brown-Peterson et al. (2011). Posteriormente, as gbnadas
foram pesadas em balanca digital para o célculo do indice
gonadossomatico (IGS) = (peso da gbnada / peso total do peixe) x 100.
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Apdbs a pesagem, as gonadas foram fixadas em solucdo de formalina
tamponada 4,0 % por 24 h e, posteriormente foram transferidas para
alcool etilico 70%, para conservacdo até o inicio do preparo das laminas
histolégicas.

A coleta de gonadas nas condi¢cBes de criacdo indoor foi
estendida até fevereiro 2016, englobando assim mais de um ciclo
reprodutivo.

2.5. Anélise histolégica

As gonadas preservadas em alcool etilico 70% foram separadas
em trés secdes, anterior, média e posterior, com o intuito de avaliar se as
espermatogbnias se desenvolveram igualmente ao longo de toda a
gbnada. O processamento histologico seguiu as etapas de desidratacéo
em série alcodlica crescente, diafanizacdo em série de xil6is, inclusdo
em parafina, corte longitudinal em micrétomo de Minnot (4um),
coloragdo com hematoxilina-eosina e montagem final das laminas
utilizado o meio Permount.

Os estagios de desenvolvimento do epitélio germinativo foram
identificados em microscépio de luz (Leica ICC50HD), e classificados
dentro das fases do ciclo reprodutivo proposta por Brown-Peterson et al.
(2011).

2.6. Modelo de crescimento

O modelo proposto por Ohnishi et al. (2012), que é uma verséo
estendida do modelo de crescimento de von Bertalanffy, foi utilizado
para descrever o crescimento dos juvenis de S. scriptum:

L(a)=L{1-exp[-k ((1- v)(a-to) — (v/A) {In(1+exp(-A(a-tm))) — In(L+exp(-A(to-tm))) N1}

para o qual o L(a) = comprimento na idade a; L. = comprimento
assintotico (valor maximo atingido por um peixe em determinado
ambiente de criacdo); K = parametro de curvatura (rapidez com que um
peixe atinge o L., que varia de 0 a 1); v = limite superior da taxa de
energia destinada para reproducao (esforco reprodutivo); To = pardmetro
de condicao inicial (idade teérica inicial); A = rapidez de maturidade
(rapidez com que um peixe atinge a maturidade); Tm= idade da primeira
maturacdo (tempo em que o peixe atinge a primeira maturacao sexual).
Os parametros da curva de crescimento foram estimados a partir
do comprimento total registrado para os machos amostrados em cada
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uma das coletas de génadas. Uma analise de regressdo foi aplicada para
estimar os valores inicias dos parametros do modelo com o algoritmo de
Gauss-Newton, utilizando-se o procedimento ndo linear (Proc NLIN) do
SAS (Windows. versdo 9.0). Os parametros da curva de crescimento
foram preliminarmente obtidos mediante o processamento dos dados de
comprimento total com os gréaficos de Gulland e Holt e de von
Bertalanffy (Sparre e Venema, 1997) para definicdo do L., K e To.
O parametro Tr, foi definido mediante a analise histolégica das génadas;
o parametro v foi definido utilizando-se a relacdo entre o parametro K e
o esforco reprodutivo em peixes, proposto por Charnov (2008).
O parametro A foi estimado com base nos valores apresentados por
Ohnishi et al. (2012), utilizando o valor com melhor ajuste aos dados de
comprimento observado nos exemplares de S. scriptum.

O modelo de crescimento foi avaliado a partir do coeficiente de
determinacdo (R2), do nimero de iteracdes e do intervalo de confianca
dos parametros. Como os valores de comprimento foram obtidos a partir
de animais mensurados uma Unica vez, ndo foi necessario testar a
hipotese de autocorrelacdo dos residuos.

2.7. Composicéo centesimal

O aumento do tamanho corporal dos peixes ao longo do
experimento permitiu que o ndmero de individuos utilizados por
amostra para determinar a composicdo centesimal dos peixes (sem
gbnadas) fosse reduzido. Desse modo, aos quatro meses de idade, seis
juvenis foram necessarios para compor cada uma das trés amostras
coletadas. Durante o décimo més de experimentacdo as amostras foram
compostas por dois peixes no sistema indoor e quatro peixes no sistema
outdoor. Para o vigésimo més em ambos os sistemas de criacdo as
amostras foram constituidas a partir de dois peixes.

Ap0s 0 abate e a coleta de gbnadas, os peixes foram congelados
(-21 °C) até que as analises de teor de umidade (secagem até peso
constante em estufa a 105 °C), extrato etéreo (método de Soxhlet),
proteina bruta (método de Kjeldahl) e matéria mineral (incineracdo a
550°C) fossem conduzidas, utilizando-se as normas da Associacao
Oficial de Quimicos Analistas (AOAC, 1990).

3. RESULTADOS

A qualidade da agua no sistema indoor apresentou uma menor
dispersdo dentro das variaveis analisadas, com especial destaque para a
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estabilidade observada durante 621 dias no oxigénio dissolvido, a
temperatura e o pH. Por outro lado estas varidveis no sistema outdoor
apresentaram uma maior variacdo, como resultado das condicGes
meteorol6gicas presentes no local de estudo (Tabela 1). Durante o
periodo experimental no municipio de Cagador/SC a temperatura média
do ar diaria foi de 16,6 + 2,85°C e o indice pluviométrico acumulado
mensal foi de 188,0 + 108,4 mm, de acordo com o CIRAM (Centro de
Informacdes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa
Catarina).

Os peixes do sistema indoor apresentaram crescimento constante
ao longo do periodo experimental, porém as variaveis de desempenho
zootécnico apresentaram sua maxima expressao durante os primeiros 10
meses de criacdo (Tabela 2). Apos este periodo o desempenho dos
animais se manteve crescente, no entanto com menor intensidade. Neste
sentido, o consumo de ragdo permaneceu em constante aumento embora
0 aproveitamento dos nutrientes tenha apresentado menor eficiéncia
durante o ultimo periodo de criagdo. Com relacdo ao crescimento
observado no grupo outdoor os indices de crescimento durante os
primeiros 10 meses de criagdo apresentaram sua menor expressao e logo
apos este periodo as varidveis de desempenho zootécnico apresentaram
resultados mais relevantes.

No grupo indoor o indice de sobrevivéncia foi elevado (>95%)
enguanto no grupo outdoor ela foi menor que 90%.

O modelo de crescimento de Ohnishi et al (2012), proposto para
cada um dos sistemas de criacdo apresentou excelente ajuste ao
crescimento registrado para S. scriptum durante os 621 dias de avaliacdo
(Tabela 3), com um coeficiente de determinacdo superior a 0,95 e uma
probabilidade significativa (P<0,001). Os parametros do modelo de
crescimento estimados para os peixes mantidos nas condicGes de criacao
indoor indicaram que o0s machos alcancaram rapidamente o
comprimento assintético e a maturidade sexual nestas condices de
criacdo. Por outro lado, para os animais mantidos no grupo outdoor o
valor estimado para K foi muito préximo de zero e o valor negativo para
0 parametro v, sugerem que neste sistema de criagdo 0s machos
precisam de mais tempo para atingir o0 comprimento assintético e a sua
primeira maturacao sexual (Tabela 3 e Figura 1).

A convergéncia entre os valores observados do comprimento total
e o0s valores estimados para esta variavel foi alcangada com um
moderado numero de iteragdes (<60) nos dois sistemas. Alguns
parametros do modelo foram subestimados, como observado para a
idade de maturacdo (Tm) que foi estimada em 7,76 meses para 0S peixes
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na condicdo de criacdo indoor e em 13,13 meses para 0S animais
mantidos na condigdo outdoor, o que contrastou com a idade de
primeira maturacao registrada na coleta mensal de gbnadas. Da mesma
forma, o pardmetro de condicéo inicial (To) nos juvenis de S. scriptum
mantidos na condicdo indoor foi superestimado (1,01 meses de idade),
sendo que para os peixes que do sistema outdoor este parametro foi
subestimado, tendo sido encontrado um valor sem interpretacdo
bioldgica (-110,60 meses de idade).

A anélise corporal de S. scriptum permitiu estabelecer uma
relacdo diretamente proporcional entre a proteina corporal dos animais e
0 tempo de criacdo nos sistemas indoor e outdoor, uma vez que oS
peixes, quando estocados, apresentaram indice de proteina corporal em
torno de 13% e finalizaram o periodo experimental com valores
préximos a 16%. Por outro lado, a relagdo entre o extrato etéreo (E.E) e
o0 tempo de criacdo foi representada por modelos diferentes para animais
dos diferentes sistemas de criacdo (Tabela 4).

Tabela 1. Qualidade da &gua (média + desvio-padrdo) durante a criacdo de
Steindachneridion scriptum em sistema indoor e outdoor entre margo de 2014 e
novembro de 2015.

Variaveis Outdoor Indoor

Temperatura (°C) 18,88 + 3,69 26,74 + 051

Oxigénio dissolvido (mg/L) 723+ 276 6,01 £ 051

Condutividade (mS) 0,037 £ 0,00 4,89+ 182

Salinidade (g/L) 0,02 + 0,01 2,10 + 0,46

pH 6,71+ 144 723 +0,36

Amonia total (mg/L) 0,24 +0,22 0,15+ 0,19

Nitrito (mg/L) 0,12+ 0,10 004+0,14
Alcalinidade (mg/L de CaCOy) 27,03 £ 8,65 3941 +£1176
Dureza (mg/L de CaCOy) 42,47 + 17,69 108,98 + 25,21

Transparéncia (cm) 43,64 + 15,82 -
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Tabela 2. Desempenho zootécnico de Steindachneridion
scriptum em sistema de criacdo indoor e outdoor entre margo de

2014 e novembro de 2015.

Tempo (meses) Indoor* Outdoor?
0 21,12 +0,39 20,16 + 0,58
Peso (g) 10 24078 + 6,36 2084 + 10,17
20 436,78 + 26,13 107,02 £ 32,30
0 R R
GP (g) 10 219,65 + 599 9,68
20 196,00 £ 20,74 7718
0 12,42 + 0,09 12,27 £ 0,94
Comprimento (cm) 10 28,01 + 0,27 14,66 + 1,63
20 35,09 + 0,83 2152 +2,10
0 . .
GC (cm) 10 1559 £ 0,31 2,39
20 7,08 + 0,63 6,86
0 0,74 £ 0,01 0,71
BT (Kg/m®) 10 827+019 092
20 13,76 £ 0,77 3,50
0 - .
TCE (%) 10 0,37 £ 0,00 0,06
20 0,08 + 0,01 017
0 - .
CRD (g) 10 1,60 + 0,02 010
20 244 + 0,07 0,66
0 - R
CAA 10 1,76 £ 0,05 2,72
20 3,96 + 0,35 187
0 - .
TRP (%) 10 24,11 + 0,06 16,79
20 1551+ 094 26,79
0 0,15+ 0,01 0,15
K’ 10 0,35+0,01 0,15
20 0,41 £ 0,02 0,26
0 - .
S (%) 10 100 86,96
20 96 + 4,00 82,56

= Valores médios + (erro-padrdo);?= Valores médios + (desvio-padrio);
GP = ganho em peso; GC = ganho em comprimento; BT = biomassa total;
TCE = taxa de crescimento especifico; CDR = consumo diario de ragéo
por peixe; CAA = conversdo alimentar aparente; TRP = taxa de retencdo
proteica; K’ = fator de condigéo alométrico (b=1,96); S = sobrevivéncia.
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Tabela 3. Pardmetros do modelo de crescimento de Ohnishi estimados a partir
do comprimento total (cm) de machos de Steindachneridion scriptum criados
entre marco de 2014 e novembro de 2015 em sistema indoor e outdoor.

Indoor
Parametros Estimacdo  Desvio padrdo . Ipte_rvalq de cor}fie_m(;a 95% Iteracdes R? p
Limite inferior _Limite superior
L., 36,95 1,36 34,05 39,85
K 0,14 0,02 0,08 0,19
\% 0,25 0,25 -0,29 0,79 33 0.99 <0.001
To 1,01 0,58 -0,22 2,24 ’ '
p) 0,96 2,55 -4,48 6,39
T 7,76 2,50 2,43 13,09
Outdoor
L, 20,81 0,79 19,07 22,55
K 0,01 0,16 -0,03 0,04
\% -34,17 75,60 -200,60 132,20 57 0.97 <0.001
To -110,60 219,70 -594,30 373,00 ’ '
2 1,27 1,66 -2,39 4,92
T 13,13 1,49 9,84 16,42

L. = comprimento assint6tico; K = pardmetro de curvatura; v = limite superior da taxa de
energia destinada para reproducéo; To = pardmetro de condicéo inicial; 4 = velocidade de
maturidade; Tm= idade de maturagdo; R?=coeficiente de determinagio; P = probabilidade

(0= 0,05).

Figura 1. Comprimento total observado e ajuste do modelo de crescimento de
Ohnishi para machos de Steindachneridion scriptum criados a partir dos
primeiros quatro meses de vida em duas condicOes de criacdo entre marco de

2014 e novembro de 2015.

A) Sistema indoor: L(a) = 36,95{1-e[%4(.75)-10D) - 0.26{In(1+¢(-0,96(2-7.76))) - In(1-+e 643111
R?=0,97; P<0,001.
B) Sistemna outdoor: L(a) = 20,81{1-e[001(352)(a+111)) + 26.93{In(1+e(-1.27(a-13,13)) - In(1-+e
16764501}, R?=0,97; P<0,001.
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Tabela 4. Composicdo centesimal corpérea de machos (sem gbnadas) de
Steindachneridion scriptum (média + erro padrdo) em sistema indoor e outdoor
entre marco de 2014 e novembro de 2015.

Tempo (meses)

¥ 2
Fracéo 0 ) 20 Modelo R P
Umidade (%) 7498+029 6870098 6544 £ 139 y = -04T7x + 14476 086 <0001
Proteina (%) 1325+023 1529+033 1685+ 074 y =0,1802x + 13328 081 <0001
Indoor EEtereo (%) 592+006 960+060 1335+ 047 y=03713x + 591 096 <0001

Cinzas (%) 308+005 386+054 181+060 y=-00141x*+0219x +30867 062 <0,05

Umidade (%) 7498+029 7428+015 6814+0,19 y =-0,3418x + 75,885 081 <0,001
Proteina (%) 1325+023 1399+002 1668+ 0,26 y =0,1715x + 12,923 087 <0001
E.Etereo (%) 592+006 465+002 1108051  y=00385x*-0512x+592 098  <0,001
Cinzas (%) 308+005 346001 132+013 y=-0,0126x*+0,163x + 30867 098  <0,001
Modelo = equagdes de regressdo linear e polinomial ajustadas aos valores de
composicdo corporal ao longo do periodo de criagdo; R? = coeficiente de
determinagdo; P = probabilidade.

Outdoor

Os testiculos de S. scriptum sdo estruturas filiformes, sélidas e
alongadas, localizadas na cavidade abdominal entre a bexiga natatoria e
0 sistema digestério, que perdem o formato duplo ao se fundir na regido
caudal para formar o ducto espermatico, que se abre para o exterior no
poro urogenital. Conforme os peixes se aproximaram da maturacdo
gonadal (Figura 2), as gbnadas se tornaram maiores, mais turgidas e
volumosas, apresentando formacdo de dobras, sendo que a coloragéo
passa de transllcida, nos peixes imaturos, para branca leitosa nos
animais maduros. Posteriormente, a gbnada comeca a perder volume, e
adquire uma coloracdo rosacea, que esta relacionada com o aumento da
irrigagdo sanguinea no 6rgdo para facilitar a reabsor¢do dos nutrientes,
até o ponto em que seu formato volta a ser filiforme, assemelhando-se
macroscopicamente a um animal imaturo.

Todas as fases do ciclo reprodutivo (imaturo, desenvolvimento,
apto a liberar esperma, regressdo e regeneracdo) propostas por Brown-
Peterson et al. (2011), foram observadas apenas hos machos submetidos
a condigdo de criacdo indoor. No entanto, as mudancgas estruturais ao
nivel microscépico que foram acompanhadas pela proliferacdo e
modificacdo das células do epitélio germinativo (Tabela 5) néo
apresentaram diferencas entre os individuos submetidos as diferentes
condices de criacéo.

A fase imatura foi caraterizada pela presenca abundante de
espermatogobnias ao longo da gbénada (Figura 3A). Alguns animais desta
fase apresentaram espermatozoides entre as espermatogbnias sem
indicios de uma prévia formacdo dos espermatocistos, além disso, o
limen dos tabulos seminiferos ainda ndo se encontrava perceptivel
(Figura 4).
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Tabela 5. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas das diferentes fases do
ciclo reprodutivo de Steindachneridion scriptum criados em sistema indoor e

outdoor entre margo de 2014 e novembro de 2015.

Fase

Caracteristicas

Macroscépicas

Microscépicas

Imaturo

Desenvolvimento

Apto a liberar esperma

Regressao

Regeneragao

Testiculo pequeno e translicido de aspecto
filiforme.

Testicuo em crescimento de coloragéo
esbranquicada e de facil identificacéo.

Testiculo tdrgido, volumoso e de coloragéo
branca. Irrigagdo sanguinea evidente ao longo
da gonada.

Testicuo de menor tamanho, flacido,
fortemente vascularizado e de coloragdo
rosada.

Testiculo pequeno de coloracéo translucida e
revela-se uma irrigacdo sanguinea inferior.

Lamen dos tlbulos seminfferos imperceptiveis e
abundéncia de espermatogdnias ao longo da gonada.

Inicio da espermatogénese e formacdo dos
espermatocistos, limen dos tbulos seminiferos torna-se
visivel. Presenca de espermatogdnias, espermatocitos,
espermatides e espermatozoides ao interior dos cistos. Ao
longo da gonada é possivel observar que o epitélio
germinativo se mantem continuo.

Epitélio germinativo descontinuo e massiva presenca de
espermatozoides livres no limen dos tibulos seminiferos.
Numero reduzido de Espermatogdnias, espermatocistos e
espermatides.

Proliferacdo de espermatogbnias e presenca de
espermatozoides residuais no Iimen dos tibulos
seminfferos.

O tamanho do limen dos tdbulos seminiferos € discreto
com ocasional presenca de espermatozoides residuais. A
proliferagdo de espermatogdnias torna-se evidente ao
longo da gonada.

(Adaptado de Brown-Peterson et al. 2011)
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A fase de desenvolvimento gonadal foi marcada pelo inicio da
espermatogénese e a formacdo dos espermatocistos em cujo interior
abundam os espermatdcitos e as espermatides, sendo visivel pela
primeira vez o limen dos tubulos seminiferos (Figura 3B).

Peixes submetidos a condicdo indoor apresentaram as
caracteristicas tipicas de animais aptos a liberar sémen (Figura 3C) pela
primeira vez com 13 meses de idade, quando apresentavam 251,80 +
17,05 g e 28,50 + 2,15 cm. Na condic¢do outdoor os animais atingiram a
primeira maturacdo sexual com 22 meses de idade, com peso e
comprimento total de 113,24 + 2229 g e 20,96 + 1,86 cm,
respectivamente.

O aumento da vascularizacdo da gbnada do S. scriptum e sua
redugdo de tamanho marcaram o inicio da fase de regressdo, ainda que
alguns espermatozoides fossem observados no limen dos tabulos
seminiferos (Figura 3D). Do mesmo modo, uma expressiva reducdo do
tamanho da gdnada, acompanhada por um evidente aumento do ndmero
de espermatog6nias foi observada, indicando assim o inicio da fase de
regeneracdo (Figura 3E). Entretanto, esta ultima fase ndo foi registrada
nos peixes mantidos no sistema outdoor, dado que naquela condicdo a
coleta de dados havia sido encerrada, uma vez que 0s peixes atingiram a
fase de regressdo gonadal.

Dentro do ciclo reprodutivo observado nos machos de S. scriptum
mantidos no sistema indoor, a fase de desenvolvimento foi a mais longa,
estando presente a partir do oitavo més de vida e em quase todas as
idades subsequentes (Figura 5).

Entre os peixes submetidos & condigéo outdoor a fase imatura foi
a mais longa estando presente, no minimo, até os primeiros 18 meses de
vida (Figura 6). Destaca-se que, no sistema indoor, foram encontrados
peixes liberando sémen em praticamente todos 0s meses subsequentes a
primeira maturacdo sexual, jA no sistema outdoor peixes liberando
esperma foram observados por apenas dois meses (Figura 5 e 6).

Foram observadas variacbes no indice gonadossomatico de
S. scriptum em ambos os sistemas de criagdo. Os peixes do sistema
indoor apresentaram trés picos com valores superiores a 0,40% nos
meses de dezembro (2014 e 2015) e julho (2015), que correspondem as
estacBes verdo e inverno, respectivamente. Destaca-se que 0S picos
(Figura 7) coincidiram com a maior frequéncia de peixes (>60%)
classificados na fase de maturagdo gonadal.
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Por outro lado, os peixes do sistema outdoor apresentaram apenas
um pico (Figura 8) com valor superior a 0,40% no més de setembro
(2015), coincidindo com o inicio da primeira maturacdo gonadal de
S. scriptum nesta condi¢do de criacdo, sendo que durante esse més foi
registrada a maior frequéncia de peixes (>75%) na fase de maturagao.

Figura 5. Fases do desenvolvimento gonadal de machos de Steindachneridion
scriptum criados em sistema indoor entre marco de 2014 e fevereiro de 2016.
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Figura 6. Fases do desenvolvimento gonadal de machos de Steindachneridion
scriptum criados em sistema outdoor entre marco de 2014 e novembro de 2015.
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indice gonadossomatico (IGS) de machos de Steindachneridion

scriptum criados em sistema indoor entre marco de 2014 e fevereiro de 2016.
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Figura 8. indice gonadossomético (IGS) de machos de Steindachneridion

scriptum criados em sistema outdoor entre marco de 2014 e novembro de 2015.
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Os parametros de qualidade da 4gua em ambas as condigdes de
criacdo permaneceram dentro dos valores habitualmente registrados na

bacia do Alto rio Uruguai (Hermes-Silva et al.,

2009, Ternus et al.,

2011), habitat natural da espécie. Entretanto, a salinidade e a dureza
registradas nas condicOes de criagdo indoor foram a excec¢do, visto que
ao longo do experimento a manutencdo da salinidade foi uma medida
profilatica (Altinok e Grizzle, 2001; Souza-Bastos e Freire, 2009;
Magondu et al., 2011) adotada para evitar mortalidades em decorréncia
de patologias relacionadas ao Ichthyophthirius multifiliis e a infeccbes
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bacterianas. Por outro lado, a dureza da &gua neste sistema se manteve
estavel e superior a 100 mg/L de CaCOs devido ao tamponamento
artificial do sistema de filtracéo.

A menor variagdo nos parametros de qualidade da agua
observada no grupo indoor e uma marcante flutuagdo no grupo outdoor
influenciou, consideravelmente, o desempenho dos animais. Como a
maioria dos peixes teledsteos sdo organismos pecilotérmicos, esta
condicdo estabelece uma forte dependéncia entre o metabolismo e a
temperatura do meio ambiente, caracteristica amplamente discutida por
varios autores (Clarke e Johnston, 1999; Lermen et al., 2004).

O sistema indoor favoreceu o desenvolvimento de S. scriptum,
devido ao fornecimento abundante de alimento e a reduzida variagdo nos
pardmetros de qualidade da dgua. O crescimento dos animais mantidos
neste sistema possivelmente atingiu o seu limite, uma vez que o volume
de &gua disponivel parecia ser insuficiente para a manutencdo dos mais
de 13 kg/m® de biomassa total estocada em cada unidade experimental.
Sugere-se esta hipotese porque o consumo de racdo aumentou,
acompanhando o maior tamanho dos peixes, mas a TCE encontrava-se
reduzida a menos de 0,1% com uma CAA préxima de 4:1 e menor
retencdo de proteina. Esta dindmica de restri¢do do crescimento também
foi observada em Clarias gariepinus (Akinwole e Faturoti, 2007) e
R. quelen (Fukushima et al., 2011), quando ultrapassada a densidade de
estocagem que estas espécies podem suportar em sistemas de
recirculacdo de agua.

Embora a densidade de estocagem ideal para uma espécie
dependa de fatores intrinsecos a ela e ao sistema de criago utilizado, o
crescimento registrado para S. scriptum no sistema outdoor contrasta
com o reportado por Zaniboni-Filho et al. (2010) para exemplares da
mesma espécie criados em tanques-rede em densidade inicial de 4,0
kg/m?® (60 peixes/m?), que atingiram peso médio final de 500 g em
tempo inferior a um ano de criacdo. A densidade de estocagem utilizada
inicialmente em nosso estudo foi inferior a 800 g/m?® (35 peixes/m?) e
este aspecto pode ter prejudicado o desempenho dos juvenis durante o
primeiro ano de criagdo em tanque-rede. Algumas espécies como o C.
gariepinus (Toko et al., 2007) e Pangasius bocourti (Jiwyam, 2011)
apresentam seus indices de crescimento potencializados com o
incremento na densidade de estocagem. Os autores destes trabalhos
indicaram que parte deste fendmeno seria explicado pela formacdo de
cardumes, consequéncia do aumento das densidades de estocagem,
condicdo que modifica o comportamento dos animais e promove uma
resposta mais rapida a presenca do alimento no interior das unidades
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experimentais. Cabe destacar que, durante a larvicultura e a manutencao
dos juvenis utilizados neste trabalho, a formagéo de cardumes durante as
horas de luz era evidente. Ndo obstante, uma vez iniciada a fase de
experimentacéo, este comportamento ndo foi mais observado nas duas
condicdes de criagéo.

Ricker (1979) afirmou que o crescimento de muitas espécies de
peixes na natureza é influenciado pela variacdo nas estacdes do ano,
sendo esta uma caracteristica para as espécies ndo tropicais. Deste
modo, a época em que 0s juvenis de S. scriptum foram estocados, o final
do verdo, € outra varidvel, além da densidade de estocagem, a ser
considerada para a compreensdo do desempenho dos animais mantidos
no sistema outdoor. Desse modo, a reducdo da temperatura, que para o
més de maio de 2014 atingiu 15,77 + 0,99°C influenciou o crescimento.
Guderley (2004) abordou a complexa dindmica de adaptacéo dos peixes
teledsteos a baixas temperaturas, ressaltando o aumento de volume e de
atividade enzimatica das mitocondrias presentes nas fibras musculares
para incrementar a producdo oxidativa de ATP, uma vez que em
menores temperaturas, ha menor disponibilidade e consumo de
alimento.

Por outro lado, as possiveis lutas pelo estabelecimento de uma
hierarquia no interior do tanque-rede no sistema outdoor, como
consequéncia da densidade de estocagem baixa pode ter contribuido
igualmente na redistribuicdo da energia ingerida no alimento. Esta
hipotese ganha forca com a redugdo em 1,27% do extrato etéreo na
composicdo corporal dos exemplares de S. scriptum durante os
primeiros dez meses. Claramente, 0 modelo ajustado para aquela
condi¢do sugere um consumo das reservas energeticas presentes nos
peixes durante este periodo. Entretanto, apesar da pressao ambiental que
a estacdo do inverno exerce sobre os peixes, houve um acréscimo na
porcentagem de proteina indicando que ndo houve perda de massa
corporal nos peixes a0 mesmo tempo em que a sobrevivéncia se
manteve elevada. Estes aspectos sdo atributos de destaque para a criagdo
de espécies na regido Sul do Brasil, como é o caso do R. quelen, espécie
gue durante as estacdes de outono e inverno apresenta crescimento
corporal e boa sobrevivéncia quando criada em condicGes de aquicultura
(Souza et al., 2005).

A composigdo corporal de S. scriptum no sistema indoor mostrou
porcentagens crescentes de proteina e extrato etéreo, conforme
aumentava o tamanho dos peixes ao longo do tempo de criagdo,
tendéncia diferente da observada na porcentagem de umidade cujos
valores apresentaram relacdo inversamente proporcional. Esta condi¢do
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foi relatada para diversas espécies, para as quais se observa maior
guantidade de energia por unidade de biomassa em peixes de maior
tamanho, em comparacdo a peixes de menor tamanho (Dumas et al.,
2010). Cabe destacar que, em ambas as condi¢des de criacdo 0 extrato
etéreo registrado ao final do periodo experimental foi superior a 10%,
indicando uma elevada deposicdo de gordura nos animais, muito similar
aos 11,37% observados em juvenis da mesma espécie alimentados com
uma dieta rica em lipideos (Zaniboni-Filho et al., 2015). Parte deste
excesso de gordura acumulada pode estar ligada a estratégia de
alimentacdo utilizada no experimento (saciedade aparente).

A curva de crescimento proposta apresentou um alto grau de
ajuste com os valores de comprimento total registrados, permitindo
inferir os wvalores desta variavel em juvenis e adultos de
S. scriptum quando mantidos nas condi¢bes de criacdo do presente
estudo. Em sua dltima biometria os animais apresentaram um
comprimento padrdo muito préximo dos valores assintéticos estimados
pelo modelo de Ohnishi. Modelos de crescimento classicos como o
logistico, de von Bertalanffy e de Gompertz, quando aplicados para
descrever o crescimento em condi¢des de cativeiro de espécies como
Oreochromis niloticus (Ansah e Frimpong, 2015) e Colossoma
macropomum (Mello et al., 2015), apresentam esta mesma tendéncia nas
biometrias finais, indicando que os peixes mantidos em condi¢fes de
criacdo alcangam seu peso ou comprimento assintético em menor
periodo de tempo. Esta condic¢do coincide com o postulado por Gamito
(1998) que afirmou que o crescimento animal ou vegetal aproxima-se de
um modelo sigmoidal quando as condigdes ambientais e o fornecimento
de nutrientes sdo mantidos sem grandes flutuaces.

A subestimacdo ou superestimacdo observada no pardmetro de
condicdo inicial (To) para S. scriptum é uma caracteristica relativamente
frequente dentro do modelo de crescimento de von Bertalanffy quando
aplicado a peixes mantidos em condi¢des de aquicultura, motivo pelo
qual Gamito (1998) considera que este modelo é pouco adequado para
descrever o crescimento durante as primeiras fases da vida dos peixes.
No presente estudo a estimativa inadequada de alguns dos parametros
do modelo de crescimento, como registrado para os parametros To e Tm,
pode estar relacionada ao fato de que o modelo de crescimento de
Ohnishi deriva do modelo de von Bertalanffy (Ohnishi et al., 2012), e a
falta de dados sobre o comprimento durante os primeiros dias de vida de
S. scriptum. Por outro lado, 0 modelo de crescimento, ao estimar um
valor negativo para o limite superior da taxa de energia destinada para
reproducdo (v), marca um indicio para entender por que 0s animais
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mantidos na condicdo outdoor atingiram a primeira maturacdo sexual
aos 22 meses de idade. Segundo Wootton (1994), a energia consumida
por um peixe visa atender basicamente as demandas de manutencéo,
crescimento e reproducéo, visto que a energia ingerida pelo animal esta
balanceada pela energia utilizada na manutencdo e pela energia estocada
como novos tecidos. Neste sentido, podemos entender que, durante 0s
primeiros dez meses de criacdo, a energia ingerida por S. scriptum foi
destinada principalmente para as demandas de manutencdo, deixando
em segundo plano o crescimento corporal e gonadal.

O parametro de curvatura (K = 0,14) estimado para descrever o
crescimento dos animais do sistema indoor sugere que o comprimento
assintético foi alcangado rapidamente, e que os indices de crescimento
nesta condi¢do estariam maximizados. Este fato pode ter contribuido
para que a primeira maturacdo sexual dos animais mantidos nestas
condicdes fosse alcangada aos 13 meses de idade, coincidindo assim
com as evidéncias sobre a relacdo positiva entre a primeira maturacéo
sexual precoce e as maiores taxas de crescimento observadas em
algumas espécies de peixes mantidos em cativeiro (Taranger et al.,
2010).

As caracteristicas macroscépicas das gbénadas do S. scriptum
foram similares as observadas em Steindachneridion melanodermatum
(Tessaro, 2015), cujo formato tubular ndo apresenta as projecdes
digitiformes que sdo frequentemente observadas em diversas espécies de
bagres. O formato tubular facilita o processo de selegéo de reprodutores
maduros para processos de inducdo hormonal, bem como para a coleta
posterior do sémen, uma vez que o formato digitiforme e/ou a presenca
de uma regido meramente secretdria na regido caudal da gbdnada
dificultam ou impossibilitam a coleta do sémen mediante pressdo
abdominal em espécies como Leiarius marmoratus (Mira Lopez et al.,
2010), Sorubim lima (Shibatta et al., 2011) e Pimelodus maculatus (Sato
etal., 1999).

Todas as etapas da espermatogénese observadas em S. scriptum
mantidos nos sistemas indoor e outdoor coincidiram com o0s eventos de
a proliferacdo de espermatogbnias até a formacdo de espermatozoides
relatados por Schulz et al. (2010). Por outro lado, destaca-se que 0s
processos de multiplicagdo e diferenciacdo celular no interior dos
espermatocistos ocorreram ao longo da gbnada sem apresentar qualquer
tipo de restricdo ao desenvolvimento celular. Em alguns animais
imaturos foi registrada a presenca de espermatozoides nas regides média
e cranial de gbnadas, mesmo sem evidéncia da formacdo prévia de
espermatocistos. Esta condi¢do que foi igualmente registrada em juvenis
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de Clarias gariepinus (Schulz et al., 1997) e S. melanodermatum
(Tessaro, 2015), para os quais 0s autores atribuem a presenca destas
células a uma primeira onda espermatogénica, dado que estas espécies
atingem a primeira maturacdo sexual em condic¢Bes de aquicultura com
mais de 11 meses de idade.

A baixa frequéncia de espermatozoides na fase imatura de
S. scriptum pode levar a classificacdo errada de animais em fase de
regeneracdo gonadal. Por tal motivo, maiores cuidados devem ser
tomados durante a classificacdo de animais cuja idade é desconhecida.
Uma identificacdo precisa das diferentes fases do ciclo reprodutivo em
condi¢des de criacdo permite explorar ao maximo o periodo reprodutivo
de uma espécie mantida em confinamento.

O IGS superior a 0,40% em machos de S. scriptum indicou a
presenca de exemplares aptos a liberar sémen mediante leve pressdo
abdominal. Valores de IGS inferiores a 1,0% sdo utilizados para
identificar animais sexualmente maduros em bagres, como L.
marmoratus (Mira Lépez et al., 2010), S. melanodermatum (Tessaro,
2015) e P. maculatus (Arantes et al., 2013). O registro precoce de
exemplares com este IGS no sistema indoor e o inicio da primeira
maturacdo sexual no més de setembro dos peixes mantidos no sistema
outdoor coincidem com as observagdes realizadas por Zaniboni-Filho et
al. (2010) sobre a forte influéncia da temperatura da agua sobre a
antecipacdo do restrito periodo reprodutivo desta espécie que,
normalmente, ocorre entre 0s meses de setembro e novembro. Isto
ocorre de tal forma que os machos de S. scriptum mantidos em
condicdes de laboratdrio apresentam seu periodo reprodutivo alterado,
atingindo a primeira maturagdo sexual no més de dezembro com peso
em torno das 250 g, diferindo, portanto, do peso de 820 g, estimado por
Zaniboni-Filho et al. (2010) como o peso de primeira maturacdo de
machos de S. scriptum capturados no ambiente natural.

O fator de condicdo alométrico observado nos machos de
S. scriptum antes de atingir a correspondente idade de primeira
maturacdo sexual permitiu estabelecer que animais que apresentaram
valores de K’ inferiores a 0,15 ndo atingiram a maturacdo sexual.
Ressalta-se, no entanto, que o fator de condicdo é uma ferramenta (til
para selecionar fémeas maduras em algumas espécies reofilicas, mas
para machos a variagdo deste parametro ao longo do ciclo reprodutivo é
menos pronunciada, 0 que torna pouco precisa a sele¢cdo de machos
maduros com base neste critério (Ribeiro et al., 2007).
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5. CONCLUSAO

Os machos de Steindachneridion scriptum mantidos nas
condicBes de criacdo indoor apresentam precocemente sua primeira
maturacdo gonadal aos 13 meses de idade com comprimento médio de
28,50 + 2,15 cm. Esta condigéo foi atingida pelos machos mantidos no
sistema outdoor aos 22 meses de idade, com comprimento médio de
20,96 + 1,86 cm, sendo possivel observar a influéncia das condigdes
ambientais de criacdo sobre o crescimento e a primeira maturacdo sexual
desta espécie.
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RESUMO

Este trabalho avaliou o uso de andlogos sintéticos do horménio-
liberador de gonadotropinas (GnRH-a) como uma alternativa
economicamente viavel ao tradicional uso do extrato pituitario de carpa
(EPC), que tem sido o Unico tratamento hormonal utilizado para
promover a espermiacdo de Steindachneridion scriptum em condigdes
de cativeiro. Com este propdsito, foram utilizados machos adultos
(n=48) com peso médio de 415,40 + 9,40 g, que foram distribuidos em
um delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos
utilizando doses totais correspondentes a 4,4 mg/kg de peso vivo (PV)
de EPC, 1,0 ml/kg de PV de Ovaprim®, 1,8 ml/kg de PV de acetato de
buserelina e 1,4 ml/kg de PV de solucdo salina (0,9% de NaCl) como
grupo controle. O volume de sémen registrado nos reprodutores
induzidos com EPC (10,22 + 5,38 ml/kg de PV) foi maior (P<0,05) do
que o volume médio observado nos animais tratados com Ovaprim®
(6,17 + 2,20 ml/kg), acetato de buserelina (5,60 + 2,50 ml/kg) e solugdo
salina (0,47 + 0,23 ml/kg). N& foram observadas diferengas
significativas (P>0,05) para a osmolaridade, viabilidade e morfologia
espermatica entre os animais induzidos e ndo induzidos. A producédo
espermatica total registrada nos peixes induzidos, que foi de 5,69 + 3,30
x 10%0 sptz/kg com EPC, de 7,79 + 4,33 x 10%° sptz/kg com Ovaprim® e
de 6,47 + 3,81 x 10'° sptz/kg com acetato de buserelina, ndo
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apresentaram  diferencas  significativas (P>0,05), mas foram
significativamente diferentes dos valores médios observados em peixes
ndo induzidos, que foi de 1,17 + 6,14 x 10'° sptz/kg (P<0,05).
A motilidade e as velocidades espermaticas (velocidade curvilinear,
velocidade média do deslocamento e velocidade em linha reta) foram
significativamente maiores (P<0,05) nos peixes induzidos, do que as
observadas em peixes ndo induzidos durante os primeiros 20 s apos
ativacdo do sémen com agua destilada, porém, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos hormonais (P>0,05). O uso dos
analogos de GnRH promovem uma qualidade espermatica similar a
observada com o uso de EPC, e neste sentido recomenda-se 0 uso de
acetato de buserelina como uma alternativa viavel e econémica ao uso
de EPC como indutor da espermiacdo de Steindachneridion scriptum.

Palavras-chave: CASA, EPC, Ovaprim, buserelina.
Highlights

- Primeiro estudo que aborda o uso do Ovaprim® e do acetato de
buserelina como promotores da espermiacdo em reprodutores de
Steindachneridion scriptum mantidos em condigBes de cativeiro.

- O acetato de buserelina foi uma alternativa eficiente e econémica para
atingir a maturacdo final do S. scriptum em condi¢es de cativeiro.

- Machos maduros que ndo foram submetidos a terapia hormonal
apresentaram sémen com qualidade inferior a dos animais induzidos
com horménios exdgenos.

ABSTRACT

This study evaluated the use of synthetic analogues of gonadotropin
releasing hormone (GnRH-a) as an economically viable alternative to
the traditional use of carp pituitary extract (CPE), which has been the
only hormonal treatment used to promote the spermiation of
Steindachneridion scriptum under captive conditions. We used males
(n=48) with a mean weight of 415.40 £ 9.40 g, which were distributed
in a completely randomized design in four treatments using total CPE
doses of 4.4 mg/kg of body weight (BW), Ovaprim® doses of 1.0 ml/kg
of BW, buserelin acetate doses of 1.8 ml/kg of BW and saline solution
(0.9% NaCl) dose 1.4 ml/kg of BW, used as a control. The sperm
volume 10.22 + 5.38 ml/kg of BW recorded in broodstock CPE-induced
was significantly higher (P<0.05) than the mean volume observed in
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broodstock treated with Ovaprim® (6.17 + 2.20 ml/kg), buserelin
acetate (5.60 + 2.50 ml/kg) or saline solution (0.47 + 0.23 mL/kg). No
significant differences (P>0.05) were observed for osmolarity, viability
and sperm morphology between the induced and non-induced animals.
Total sperm production in fish induced which were 5.69 + 3.30 x 10%
sptz/kg for CPE, 7.79 + 4.33 x 10%° sptz/kg for Ovaprim® and 6.47 +
3.81 x 10%° sptz/kg for buserelin acetate, did not show difference
(P>0.05), but were different from non-induced animals, which was 1.17
+ 6.14 x 10%° sptz/kg (P<0.05). Motility and sperm velocity (curvilinear
velocity, average path velocity and straight line velocity) were
significantly higher (P<0.05) in induced fish than those observed in fish
not induced during the first 20 s after sperm activation. However, no
significant differences were found between the hormonal treatments
(P>0.05). The use of GnRH analogs promotes a similar sperm quality
that observed with the use of CPE, it is recommended the use of
buserelin as a viable and economical alternative to the use CPE as
spermiation inducer on Steindachneridion scriptum.

Keywords: CASA, CPE, Ovaprim, buserelin.
Highlights:

- First study that used Ovaprim® and buserelin acetate to promote the
spermiation of Steindachneridion scriptum under captive conditions.

- Buserelin acetate was an effective and economical alternative to get
final maturation on S. scriptum under captive conditions.

- Mature males without hormone therapy have a less sperm quality than
animals induced with exogenous hormones.

1. INTRODUCAO

Os teledsteos migradores, quando mantidos em confinamento,
apresentam disfungdes relacionadas aos estagios finais do processo
reprodutivo (maturagdo final dos ovocitos, ovulacdo, desova e
espermiacdo), embora a maturacdo gonadal em algumas espécies
reofilicas seja atingida em condic¢des de criacdo (Donaldson e Hunter,
1983; Zohar e Mylonas, 2001). Em condi¢bes naturais, fatores
ambientais (temperatura, fotoperiodo, condutividade da &gua, entre
outros), nutricionais (qualidade do alimento consumido, acumulo de
reservas energéticas, entre outros) e sociais (tamanho corporal,
propor¢do sexual, hierarquias, entre outros) sdo 0s principais
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moduladores do processo reprodutivo nestas espécies, dado que a
influéncia destes fatores sobre a producdo de hormdnios envolvendo o
eixo hipotalamo-hip6fise-gbnadas (HHG) sdo fundamentais para o
sucesso reprodutivo (de Vlaming, 1972; Peter e Yu, 1997; Wang et al.,
2006, Migaud et al., 2013).

As disfuncdes reprodutivas podem estar associadas ao estresse
crbnico nos exemplares, produto do confinamento, e/ou a falta de um
ambiente natural apropriado que promova 0s processos reprodutivos.
Estes aspectos seriam 0s responsaveis pelo surgimento de perturbagdes
enddcrinas no eixo HHG que estdo normalmente associadas a alteracfes
na producdo e liberagdo de substancias com acgdo quimica como o
horménio-liberador de gonadotropinas (GnRH), o0s hormonios
gonadotropicos foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH), assim
como os hormonios esteroides gonadais, os andrégenos, progestagénicos
e estrégenos (Zohar e Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010, Honiji et al.,
2015, Moreira et al., 2015; Zupa et al., 2017).

Para superar essas disfun¢des sdo utilizadas terapias hormonais,
sendo uma das mais utilizadas a aplicacdo intramuscular e/ou
intraperitoneal de indutores hormonais como o extrato de hipofise de
peixe contendo gonadotropinas (FSH/LH), algumas gonadotropinas
exogenas (ex. gonadotropina coridnica humana) e, também, o uso de
analogos do GnRH, originarios de mamiferos ou de outros teledsteos.
Esta Ultima pode ser aplicada por meio de inje¢des ou de implantes de
liberacdo lenta, permitindo a produgdo de gonadotropinas enddgenas,
cuja acdo sobre as gonadas é mais eficiente, melhorando assim o
estimulo da producdo de horménios esteroides (Ingram et al., 2005;
Mylonas et al., 2010; Hafeez-ur-Rehman et al., 2015; Martins et al.,
2017).

Na América Latina, o extrato pituitario de carpa (EPC) é o
produto tradicionalmente utilizado na reproducédo induzida de peixes de
agua doce. Como a quantidade de gonadotropinas presente no momento
da coleta da hipdfise de carpa estd sujeita a variagBes individuais
préprias das condicGes fisiolégicas e genéticas dos animais coletados
(Melamed et al., 1998; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007), estas
variacdes, somadas a possibilidade de transmissdo de doencas e ao alto
custo que o EPC pode alcancar no mercado (Zaniboni-Filho, 1995;
Cejko et al., 2012; Brabo et al,. 2015), sdo algumas das razdes pelas
guais ha uma constante procura por alternativas ao uso do EPC para se
alcangar o sucesso reprodutivo de espécies reofilicas mantidas em
condicdes de cativeiro (Britz, 1991; Streit Jr et al., 2003; Mylonas e
Zohar, 2007; Andrade et al., 2015). Nesse sentido, os analogos do
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GnRH constituem uma alternativa eficiente ao uso do EPC, uma vez que
sdo produtos sintéticos que apresentam alta estabilidade molecular,
auséncia de risco bioldgico e homogeneidade entre os lotes, sendo que
sua estrutura quimica (peptideos) ndo estimula reages imunoldgicas
nos reprodutores, evitando a resisténcia a sucessivos programas de
indugdo hormonal (Mylonas et al., 2010; Vazirzadeh et al., 2011; Ittzés
etal., 2015).

Entre os analogos do GnRH utilizados em Siluriformes e
Characiformes esta o Ovaprim®, produto que contém o hormonio
analogo ao liberador de gonadotropinas em salmdo (SGnRH-a)
associado a um agente antidopaminérgico. Este produto vem sendo
testado em diferentes protocolos de indugdo hormonal, promovendo a
desova e/ou espermiacdo, com resultados variaveis, de algumas espécies
nativas da América do Sul como Rhamdia quelen (Ittzés et al., 2015),
Colossoma macropomum (Arias-Acufia e Hernandez-Rangel, 2009),
Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2015), Pseudoplatystoma
fasciatum (Nufiez et al.,, 2008), Pimelodus pictus e Piaractus
brachypomus (Hill et al., 2009). Por outro lado, o acetato de buserelina,
um analogo do horménio liberador de gonadotropinas de mamiferos
(mGnRH-a) muito utilizado em bovinos e equinos, tem sido pouco
testado em peixes, para 0s quais resultados positivos de desova e/ou
espermiacdo foram relatados para P. lineatus (Andrade et al., 2015),
Brycon orbignyanus (Paulino et al., 2011) e P. brachypomus (Chaves-
Moreno et al., 2012).

Para Steindachneridion scriptum (Miranda Ribeiro, 1918) o
extrato pituitdrio de carpa tem sido o Unico tratamento hormonal
utilizado para promover a espermiacdo e a desova desta espécie em
condicdes de cativeiro. S. scriptum é um Siluriforme de grande porte
gue pertence a familia Pimelodidae. Esta espécie, que é nativa das
bacias hidrograficas do rio Uruguai e do Alto rio Parand, apresenta um
comportamento  preferencialmente noturno e habito alimentar
predominantemente piscivoro (Zaniboni-Filho e Schulz, 2003;
Garavello, 2005). Considerada uma espécie reofilica, S. scriptum realiza
pequenos deslocamentos migratorios, condicdo que impede a
reproducdo natural dos animais mantidos em condi¢fes de cativeiro
(Zaniboni-Filho et al., 2010). Além disso, S. scriptum é considerada uma
espécie ameacada de extingdo, e sua captura no ambiente natural
atualmente é proibida pelo Ministério do Meio Ambiente Brasileiro
(MMA, 2017), sendo, portanto, necessario compreender melhor a sua
biologia reprodutiva, assim como aperfeicoar e explorar novas técnicas
de propagacdo artificial.
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Atualmente os analogos do GnRH vem apresentando resultados
positivos em diversas espécies de dgua doce sendo uma opcao pratica e
de baixo custo, e, neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de Ovaprim® e 0 acetato de buserelina como alternativas ao uso do
EPC como promotor da espermiacédo de S. scriptum .

2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados machos adultos de S. scriptum (n =
48) com 37 meses de idade, peso médio de 4154 % 9,40 g e
comprimento total 35,12 + 0,05 cm (média + desvio padrdo),
identificados com marcas eletronicas (PIT-tag) implantadas
intramuscularmente na regido dorsal. Esses peixes foram obtidos a partir
da reprodugdo induzida de animais (F1) cuja linhagem deriva de
reprodutores selvagens provenientes da bacia do alto rio Uruguai. Os
animais foram estocados em trés caixas de polietileno com volume Util
de 710 L em uma densidade de 75 peixes/caixa (106 peixes/m?3).

As caixas foram instaladas em sistema fechado de recirculagdo de
agua, cujas variaveis de qualidade de agua foram: temperatura da agua
de 26,74 £ 0,51 °C, pH de 7,23 % 0,36, salinidade de 2,10 £ 0,46 g/L, e
concentragBes de oxigénio dissolvido, aménia total e nitrito de 6,01 +
0,51, 0,15 £ 0,19 e 0,04 £ 0,14 mg/L, respectivamente. O fotoperiodo de
12 horas de luz e 12 horas de escuro, foi mantido utilizando lampadas de
led (18W) instaladas no teto do laboratério e ligadas a um timer
analdgico. Ap6s a fase de larvicultura e durante os subsequentes 36
meses de vida os peixes foram alimentados com racdo comercial
extrusada (40% de proteina bruta), sendo alimentados até a saciedade
aparente ao longo da fase juvenil e a uma taxa de arragoamento de 1,0 %
da biomassa total ao dia durante a fase adulta sendo que as quantidades
fornecidas durante esta fase foram sempre ajustadas apés a realizagéo de
biometrias mensais.

2.1. Inducdo hormonal e qualidade espermatica

Machos maduros, cuja liberacdo de sémen foi confirmada
mediante leve pressdo abdominal, foram selecionados, pesados e
transferidos das caixas de 710 L para pequenos tanques-rede dentro do
mesmo sistema de recirculacdo, nos quais os peixes foram distribuidos
segundo um delineamento experimental inteiramente ao acaso em quatro
tratamentos com 12 peixes cada. Os tratamentos hormonais incluiram o
uso de EPC em dose total injetada de 4,4 mg/kg de peso vivo (PV), o
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Ovaprim® (20 pg de sGnRH-a + 10 mg de Domperidone/mL), em dose
total aplicada de 1,0 mL/kg de PV, o acetato de buserelina (0,004 mg de
GnRH-a/mL, concentracdo disponivel no produto Sincroforte®) em
dose total de 1,8 mL/kg de PV e solu¢do salina (0,9% de NaCl) em dose
total de 1,4 mL/kg de PV, como grupo controle. As dosagens utilizadas
foram aplicadas por via intramuscular em duas doses, espagadas em 12 h
de intervalo, tendo sido administradas, respectivamente, 10% e 90% da
dose total na primeira e na segunda aplicacdo.

Ap6s 198 horas-grau (26,5°C), o sémen foi extraido
individualmente mediante massagem abdominal no sentido cranio-
caudal e coletado diretamente da papila urogenital com o auxilio de
seringas graduadas, evitando-se contaminar as amostras com muco e/ou
urina. O volume do sémen foi aferido diretamente na seringa e
armazenado em caixa de isopor contendo termo-gel em seu interior para
manter a temperatura entre 8 e 10°C. Posteriormente, de forma
individualizada e em triplicata, foram mesuradas as seguintes variaveis
de qualidade do sémen:
pH: A leitura desta variavel foi realizada sobre uma amostra do sémen
fresco com o auxilio de um medidor de pH digital.

Osmolaridade do plasma seminal: Amostras individualizadas do
sémen coletado foram depositadas em microtubos tipo Eppendorf de 2,5
mL e centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min. Uma vez separado, 0
plasma seminal foi conservado a -25 °C para posterior determinagéo da
osmolaridade em osmdmetro crioscopico (PLZ, modelo PLZ-1000).
Para determinar a osmolaridade do sémen coletado a partir dos
reprodutores ndo induzidos, foi necessario realizar dois “pools” de
plasma seminal, sendo que para cada um deles foi necessario misturar o
volume total de sémen coletado a partir de seis machos.

Viabilidade espermatica: O corante eosina-nigrosina foi utilizado para
mostrar o estado de integridade da membrana celular. Para tanto foram
utilizados microtubos tipo Eppendorf de 2,0 mL, aos quais foram
adicionados 10 pyL de sémen previamente diluidos em solucédo salina
(0,9% de NaCl) a uma propor¢do de 1:10, e em seguida foram
adicionados 20 L de eosina (3%). Posteriormente foram acrescentados
40 pL de nigrosina (5%) a solucdo (sémen+eosina). ApoOs esse
procedimento, foi depositado 1,0 pL da solucéo
(sémen+eosina+nigrosina) em uma ldmina de vidro para microscopia e
realizado um esfregaco ao longo da superficie da mesma. As laminas
foram expostas ao ar livre para secagem e, uma vez secas, foram levadas
ao microscopio de luz (Leica ICC50HD, objetiva 100x) para realizar a
contagem de 250 células. Foram classificados como espermatozoides
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vidveis aqueles cujo citoplasma ndo foi corado, indicando que a
membrana celular encontrava-se integra, e como espermatozoides ndo
viaveis aqueles cujo citoplasma apresentava algum tipo de tingimento,
dado que a membrana celular apresentava alguma irregularidade que
permitiu a penetracdo do corante.

Espermatdcrito: Foi determinado através do preenchimento de tubos
capilares de micro-hematocrito com sémen fresco (aproximadamente
90% do capilar) submetidos a centrifugacdo por 15 min a 12.000 rpm
para posterior avaliacdo do percentual da massa celular presente no
sémen através de uma régua hematdcrita.

Concentragéo espermatica: Para definir esta variavel, uma amostra de
sémen fresco foi fixada em formol tamponado 4,0% (10 pL de sémen:
90 pL de formol) e posteriormente 1,0 puL desta solugdo foi diluido em
solucdo salina 0,9% a uma proporcédo de 1:1000. A contagem das células
espermaticas foi realizada em camara hematimétrica de Neubauer
preenchida com 10 pL da solucéo final e apds o material diluido ser
deixado em repouso por dez minutos para sedimentacdo, foi realizada a
contagem sobre cinco quadrantes do campo central.

Producao espermatica: O total de espermatozoides produzidos por kg
de peso vivo foi calculado utilizando-se a concentracdo espermaética e o
volume total de sémen ajustado por peso, variaveis aferidas em cada um
dos animais.

Morfologia espermética: A partir da mesma amostra de sémen fixada
em formol 4,0 %, foram coletados 10 pL que foram diluidos em solucéo
salina 0,9% a uma propor¢do de 1:1000. Posteriormente 10 pL desta
solucdo foram homogeneizados com 40 L do corante rosa de bengala
em microtubo tipo Eppendorf de 2,0 mL. Apds este procedimento 2,0
puL foram depositados sobre uma lamina de vidro para microscopia, €
com ajuda de uma segunda lamina, foi realizado o esfregaco ao longo da
superficie da mesma, evitando ao maximo o atrito entre as laminas de
vidro. A lamina foi levada ao microscopio de luz (objetiva 100x) para
avaliar a morfologia de 200 células espermaticas, e as anormalidades,
guando observadas, foram classificadas como anormalidades do tipo
priméria (espermatozoides com cauda dobrada, cauda enrolada, cauda
curvada, cabeca pequena, cabeca grande, cauda dupla) ou secundaria
(espermatozoides com cauda tipo gancho, sem cabeca ou sem cauda).
Motilidade e velocidade espermatica: Estes parametros foram
avaliados com auxilio de um sistema automético de analise seminal
(CASA - Computer Assisted Sperm Analysis) utilizando o
procedimento sugerido por Neumann et al. (2013), sendo que o “plugin
CASA” para o Imagel, foi padronizado para S. scriptum utilizando-se a
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metodologia descrita por Sanches et al. (2013). Para dar inicio ao
procedimento de ativacdo espermatica uma amostra de 1,0 uL de sémen
fresco foi depositada dentro de um microtubo de Eppendorf de 2,0 mL e
acrescentada agua destilada a uma temperatura ~23°C, usando uma
proporcao de 1:1000 (sémen/agua). Apos ativacdo do sémen, 1 uL desta
solucdo (sémen+agua) foi depositado em camera de Neubauer espelhada
e coberta com laminula de vidro. Imediatamente apo6s este
procedimento, a amostra foi levada ao microscopio de luz (Leica
ICC50HD, objetiva 10x) para dar inicio a captura de imagens utilizando
uma camara (Basler, A602 FC-2) acoplada ao microscépio e conectada
a um computador. Para cada peixe foram produzidos trés videos a uma
taxa de 100 frames/segundo, com duracdo de 60 s cada.

As imagens capturadas foram processadas utilizando o software
ImageJ/plugin CASA, conforme metodologia descrita por Sanches et al.
(2010). A analise foi realizada por um segundo nos tempos 10, 20, 30,
40 e 50 s pds-ativacdo, nos quais foram avaliadas a motilidade
espermatica (MOT, em %: taxa de espermatozoides em movimento), a
velocidade curvilinear (VCL, em pum/s; velocidade da trajetéria real do
espermatozoide), a velocidade média do deslocamento (VMD, em pm/s:
velocidade da trajetéria média do espermatozoide), a velocidade em
linha reta (VLR, em um/s: velocidade média em funcéo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetéria do
espermatozoide) e a retilinearidade (RET, em %: relacdo percentual
entre VLR e VMD que estima qudo proxima de uma linea reta se
encontra a trajetdria espermatica).

Todos os procedimentos realizados no presente trabalho foram
realizados atendendo as exigéncias do Protocolo CEUA (PP00788),
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais/UFSC.

2.2. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Os dados foram expressos como médias + erro
padrdo e foram submetidos & anélise de varidncia (ANOVA); quando
observadas diferencas significativas entre os tratamentos, foi realizada
uma comparagdo de médias utilizando o teste de Duncan ao nivel de
5,0% de probabilidade. As premissas de normalidade e
homocedasticidade foram verificadas pelos testes de Kolmogorov-
Smirnov e Levene.



90

As varidveis expressas em porcentagem sofreram transformacédo
angular antes do uso da ANOVA. A comparagdo entre tratamentos para
a motilidade e as velocidades espermaticas foi observada para cada
tempo de avaliacéo

3. RESULTADOS

Todos os tratamentos hormonais promoveram a inducdo da
espermiacdo em S. scriptum sem alterar o pH do sémen, que
permaneceu proximo da neutralidade ou levemente alcalino. Da mesma
forma, ndo foram observadas alteracbes na osmolaridade do plasma
seminal, que apresentou um valor médio de 256,41 + 10,58 mOsm/kg.
N&o obstante, o volume de sémen 10,22 + 5,38 mL/kg de PV alcancado
pelos reprodutores tratados com EPC foi significativamente maior
(P<0,05) que o volume médio observado nos animais tratados com
Ovaprim® e Acetato de buserelina, cujo valor médio ficou em torno de
7,0 mL/kg de PV.

Os animais que receberam solucdo salina, que ndo promoveu a
espermiacado, apresentaram os maiores valores médios de concentracéo
espermatica e espermatocrito com 2,44 x 101 + 0,29 x 10% sptz/mL e
35,63 + 3,62%, respectivamente, sendo significativamente maiores
(P<0,05) do que os observados nos animais submetidos a terapia
hormonal (Tabela 1).

Foi possivel estabelecer uma relacdo diretamente proporcional
(R?=0,79; P<0,05) entre a concentracdo espermatica e o espermatocrito,
de modo que o nimero de espermatozoides por mililitro de sémen nos
reprodutores de S. scriptum apresenta um incremento de 6,00 x 108
espermatozoides por cada 1,0% de acréscimo no espermatécrito (Figura
1).

A viabilidade espermatica observada em todos 0s animais nao foi
alterada pela inducdo hormonal, uma vez que em torno de 90% dos
espermatozoides avaliados conservaram a integridade da membrana
celular. Da mesma forma, a porcentagem de células espermaticas com
algum tipo de anormalidade morfoldgica ficou abaixo de 13%, nédo
tendo sido observadas diferencas significativas (P>0,05) entre o0s
tratamentos (Tabela 1).
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Figura 1: Relagdo entre a concentracdo espermatica e o espermatocrito do
sémen coletado de Steindachneridion scriptum (n= 48), submetidos a injecfes
intramusculares com diferentes indutores hormonais (extrato pituitario de carpa;
Ovaprim® e acetato de buserelina) e solucdo salina (0,9% de NaCl) (P<0,05).
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A motilidade espermatica observada nos peixes submetidos ao
tratamento hormonal ndo apresentou diferencas significativas (P>0,05)
entre os hormdnios utilizados, com valores médios em torno de 80% aos
10 s pos-ativacdo. No entanto, estes valores quando comparados com a
resposta observada nos peixes ndo induzidos, apresentaram diferencgas
(P<0,05), visto que a motilidade média aos 10 s foi em média 19,5%
menor que a observada nos peixes induzidos. Diferencas entre 0s peixes
induzidos e ndo induzidos permaneceram ao longo dos 50 s de avaliagdo
e a maior diferenca foi observada aos 30 s pds-ativacdo, quando os
peixes ndo induzidos apresentaram motilidade 31,73% menor que de
peixes que receberam a terapia hormonal. Contudo, a motilidade
espermatica, em termos gerais, independente do processo de inducédo
hormonal, apresentou curta duragdo, com queda expressiva da
porcentagem de células em movimento, chegando a valores inferiores a
15% durante os primeiros 50 s pds-ativacdo (Figura 2A).

A velocidade curvilinear registrada 10 s ap6s ativagdo do sémen
nos peixes ndo induzidos (87,21 + 18,44 um/s) foi significativamente
menor do que a registrada nos peixes que receberam tratamento
hormonal, cuja velocidade média permaneceu acima dos 105 um/s
(P<0,05); a diferenga permaneceu até os primeiros 20 s apés ativagédo do
sémen. Porém, aos 30 s esta velocidade ndo apresentou mais diferencas
entre os grupos, ficando em torno dos 45 um/s (Figura 2B).
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Tabela 1: Qualidade do sémen (média + EP) de Steindachneridion scriptum
submetidos aos indutores hormonais EPC: extrato pituitdrio de carpa;
Ovaprim®: sGnRH-a + domperidone; Acetato de buserelina: mGnRH-a e
Solucéo salina: NaCl 0,9%.

Parametro Indutor hormonal
EPC Ovaprim® A.Buserelina Solugdosalina
pH 8,04+0,27° 7,80+0,26° 7,84+0,34° *
Volume (mL/Kg) 10,225,382 6,17+2,20° 5,60+2,50° 0,47+0,23°
Osmolaridade a 2 a al
(MOsm/Kg) 253,54+30,92 271,5045,75 253,83+7,72 246,75+29,89
Concentragdo

espermatica 0,6240,34x10%%  1,23+6,13x10'®  1,17+4,34x10'® 2 44+2,89x10%

(Sptz/mL)

Produgdo 10 10 10 10b
espermatica total/kg 5,69+3,30x10'%®  7,79+4,33x10*®  6,47+3,81x10** 1,17+6,14x10
Espermatocrito (%) 7,77+6,56° 14,81+7,13° 13,25+4,51° 35,63+3,62°

Viabilidade a a a a

espermatica (%) 89,46+9,42 89,80+7,33 90,61+9,05 91,48+7,52

Espermatozoides a a a a
normais (%) 91,10+7,87 87,98+9,49 90,08+9,56 92,92+2,39

’;::ﬁqr::f;;dgg‘;f 1585+16,39°  1552+19,61°  30,95+3143%  24,44+20,36°

Anormalidades a
secundérias (%)2 84,15+16,39 84,48+19,61° 69,05+31,43° 75,5620,36°

Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas pelo
teste de Duncan ao nivel de 5% de significancia.

*Volume insuficiente para avaliaco.

! Avaliagdo realizada sobre dois “pools” de plasma seminal, sendo que cada pool
foi formado a partir da mistura do volume total de sémen coletado em seis
peixes.

2 Anormalidades espermaticas primarias (cauda dobrada, cauda enrolada, cauda

curvada, cabega pequena, cabeca grande, dupla cauda) e secundarias (cauda
gancho, sem cabeca, sem cauda).

A velocidade média do deslocamento espermatico observada nos
animais induzidos foi significativamente maior do que a observada nos
reprodutores submetidos ao tratamento com solucdo salina (P<0,05).
Esta diferenga permaneceu até os primeiros 30 s apds ativacdo do
sémen, ja que, aos 50 s apos ativagdo, a velocidade média em todos os
espermatozoides avaliados ndo superava 0s 27 pum/s, sendo esta uma
resposta similar entre todos os peixes avaliados (Figura 2C).
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Figura 2: A) Motilidade espermatica (MOT), B) Velocidade curvilinear (VCL),
C) Velocidade média do deslocamento (VMD), D) Velocidade em linha reta
(VLR) e E) retilinearidade (RET) do sémen de Steindachneridion scriptum
submetidos aos indutores hormonais EPC: extrato pituitario de carpa;
Ovaprim®: sGnRH-a + domperidone; Acetato de buserelina: mGnRH-a e
Solugdo salina: NaCl 0,9% durante os primeiros 50 s apds ativagdo com agua
destilada. Letras diferentes para o mesmo tempo de avaliacdo indicam
diferengas significativas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de significancia.
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A velocidade em linha reta dos espermatozoides apresentou a
mesma dindmica ao longo dos 50 s apds ativacdo do sémen. A
velocidade média entre o primeiro ponto e o Ultimo ponto da trajetéria
espermatica aos 10 s foi maior em 25,89 um/s nos peixes induzidos,
guando comparada a velocidade registrada pelos espermatozoides dos
peixes ndo induzidos. No entanto, aos 50 s a velocidade média dos
espermatozoides para todos os exemplares avaliados ficou em torno de
24,62 um/s, sem apresentar diferencas significativas entre 0s
tratamentos (P>0,05) (Figura 2D).

A retilinearidade (RET) dos espermatozoides de S. scriptum
submetidos as condicbes experimentais anteriormente descritas nédo
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05),
sendo que ao longo dos primeiros 50 s apds ativacdo do sémen a
trajetoria espermatica permaneceu superior a 93%, indicando que o
movimento espermatico para esta espécie € altamente linear quando
ativado com agua destilada (Figura 2E).

O custo da indugdo hormonal com o uso de acetato de buserelina
para promover a espermiacdo dos exemplares de S. scriptum mantidos
em condicGes de laboratério foi o mais baixo, sendo necessarios
US$ 1,69/kg de peso vivo (PV). Cabe destacar que sua apresentagdo
comercial, pronta para uso, facilitou a realizacdo do protocolo de
inducdo hormonal, o que reduziu o tempo de aplicacdo. Por outro lado, 0
EPC e o Ovaprim®, foram as opc¢des que representaram 0 maior
investimento, sendo necessarios, respectivamente US$ 2.45 e 4,79/por
kg de PV para promover a espermiagdo dos machos nas condi¢fes em
que este experimento foi desenvolvido (Tabela 2).

Tabela 2: Custo da indugdo hormonal por kg de peso vivo de Steindachneridion
scriptum mantidos em condiges de laboratério e submetidos aos indutores
hormonais EPC: extrato pituitario de carpa (EPC), Ovaprim® (sGnRH-a +
domperidone) e Acetato de buserelina (MGnRH-a).

*
Indutor Preco Dose USD*/kg de

Apresentagdo .  total/kg de peixe
hormonal (USD) N induzido
EPC Frasco com 1,0 g 556,81 4,4 mg 2,45
Ovaprim®  Ampola de 10 mL 47,90 1,0 mL 4,79
Acetato_de Ampola de 20 mL 18,46 1,8 mL 1,69

buserelina

* Cotacdo do délar americano (15-04-2017 - R$ 3,143);
PV= peso vivo do peixe.
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4. DISCUSSAO

O maior volume de sémen registrado para peixes induzidos com
EPC, quando comparado com o uso de outros indutores hormonais, é
uma condicdo frequente para diversas espécies de agua doce, incluindo
0s bagres Silurus glanis (Linhart e Billard, 1994) e Clarias gariepinus
(Viveiros et al., 2002). No entanto, o aumento da produgdo do volume
seminal dos exemplares de S. scriptum foi acompanhado por uma maior
variacdo da resposta individual dos peixes tratados com EPC. Luz et al.
(2001), também registraram ampla variagdo no volume do sémen (4-20
mL/peixe) coletado de reprodutores selvagens de S. scriptum (peso
médio de 2,64 + 1,18 kg) induzidos com multiplas dosagens de EPC.

O uso de analogos de GnRH em S. scriptum promoveu maior
producdo espermdtica quando comparada a do grupo controle com
solucdo salina. Estes indutores hormonais podem incrementar
significativamente a producdo de espermatozoides em algumas espécies
de 4gua doce, conforme relatado por Cejko et al. (2012) em exemplares
de Leuciscus leuciscus, cujo volume de sémen e numero total de
espermatozoides produzidos por kg de peixe foi superior a resposta
observada em peixes que receberam inje¢des de solugéo salina (0,9% de
NaCl).

Este fendmeno promovido pelos indutores hormonais é muito
varidvel entre 0s peixes teledsteos de agua doce, uma vez que em
algumas espécies, conforme observamos em S. scriptum, além do
estimulo da producdo do plasma seminal, hda um incremento da
espermatogénese, e como consequéncia disto observa-se um aumento no
numero total de espermatozoides produzidos por kg de peixe (Mylonas
et al., 2017). Ainda assim, algumas espécies, como Brycon amazonicus
(Pardo-Carrasco et al., 2006) e C. gariepinus (Viveiros et al., 2002),
podem ndo apresentar qualquer tipo de alteracdo neste parametro,
mesmo quando comparados com animais que ndo foram submetidos a
procedimentos de indu¢do hormonal. O incremento da producdo de
espermatozoides durante um curto periodo (<24h) é um aspecto que
aperfeicoa a reproducdo, uma vez que dependendo da qualidade dos
gametas masculinos é possivel fertilizar um maior nimero de ovoécitos
ao fazer uso de uma adequada dose inseminante, conforme observado
para R. quelen (Bombardelli et al., 2006), Salminus brasiliensis
(Sanches et al., 2009) e Brycon orbignyanus (Felizardo et al., 2010).

A concentracdo espermatica registrada neste trabalho se
aproximou das registradas para outras espécies do mesmo género, visto
que para Steindachneridion melanodermatum foram reportadas



96

concentragdes entre 6,58 e 17,1 x 10° sptz/ml em reprodutores induzidos
com dose Unica de EPC 3,0 mg/kg de PV (Marcos et al.,, 2015),
enquanto que para Steindachneridion parahybae a concentracéo
espermatica em reprodutores ndo induzidos foi de 3,2 e 19,0 x 10°
sptz/ml (Sanches et al., 2015).

A relacdo diretamente proporcional existente entre a
concentracdo espermatica e o espermatocrito para S. scriptum permite
fazer uso da técnica do espermatdcrito como uma ferramenta que pode
estimar a concentracdo espermatica de forma rapida sem a necessidade
de investimentos relacionados com o uso de microscopios ou cameras
de Neubauer. Embora esta técnica ndo demande um alto treinamento
operacional, segundo Sgrensen et al. (2013), pode ser imprecisa quando
comparada a outras técnicas, como a citometria de fluxo, que permite a
avalicdo mais precisa da densidade espermatica, com baixos coeficientes
de variacdo. A relacdo direta entre a concentragdo espermatica e o
espermatocrito também foi registrada para outras espécies como: R.
quelen, P. lineatus, Oreochromis niloticus (Sanches et al., 2011),
Hippoglossus hippoglossus (Tvedt et al., 2001) e Anguilla anguilla
(Serensen et al., 2013). Poucos séo os casos em que a relagdo entre estas
varidveis nao € significativa, como relatado para Rhinelepis aspera, S.
brasiliensis (Sanches et al., 2011) e Gadus morhua (Rakitin et al.,
1999). No entanto, os autores destes trabalhos atribuem esta condicéo a
diferentes erros, como os de diluicdo e/ou contaminagdo das amostras,
durante o procedimento de analise.

Os valores de pH observados para o S. scriptum estdo de acordo
com a média registrada para outros bagres de dgua doce como R. quelen,
entre 7,98 e 8,06 (Tessaro et al., 2012) e S. melanodermatum, entre 7-8
(Marcos et al.,, 2015). Da mesma forma, a variagdo registrada na
osmolaridade do S. scriptum permaneceu dentro dos valores registrados
para tele6steos cuja amplitude pode variar desde 230 + 82 mOsm/kg em
Tinca tinca até 414 £ 30 mOsm/kg em Gadus morhua (Alavi e Cosson,
2006). Sabe-se que o pH e a osmolaridade do sémen sdo fatores que
influenciam a ativacdo espermatica dos peixes (Alavi e Cosson, 2005,
2006) e como ndo foram observadas alteragcGes nestes pardmetros nos
reprodutores de S. scriptum quando submetidos a indugdo hormonal,
sugere-se que 0 uso de Ovaprim® e do acetato de buserelina, nas
condi¢des descritas neste experimento, ndo promoveram efeitos
negativos sobre estas variaveis.

Considerando que o acetato de buserelina e 0 Ovaprim® néo
promoveram mudancas significativas na integridade da membrana
celular e nas anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides de
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S. scriptum, a gama de indutores hormonais que podem ser usados nesta
espécie pode ser ampliada, uma vez que estas variaveis estdo fortemente
associadas com a eficiéncia das taxas de fertilizagdo de ovdcitos.
Resultados similares foram observados para Brycon amazonicus (Pardo-
Carrasco et al., 2006) e para o bagre Leiarius marmoratus (Aradjo et al.,
2014). No entanto, existem relatos que indicam a influéncia da indugéo
hormonal sobre a porcentagem de anormalidades morfoldgicas, como
observado em reprodutores de C. macropomum, cuja taxa de
anormalidades espermaticas mostrou aumento quando os animais foram
induzidos com implantes de Ovopel (Martins et al., 2017).

Segundo Herman et al. (1994), as anormalidades espermaticas em
vertebrados estdo mais associadas a problemas que envolvem
diretamente os reprodutores, como grau de consanguinidade, idade,
estresse ambiental, doencas e a qualidade da dieta fornecida, de modo
que estes aspectos interferem nos processos de formacdo do
espermatozoide. Em bagres de agua doce submetidos a procedimentos
de inducdo hormonal, como R. quelen (Tessaro et al., 2012), S.
melanodermatum (Marcos et al., 2015) e S. parahybae (Sanches et al.,
2015), é frequente o registro de anormalidades morfoldgicas que
superam 20% do total de células. Como as anormalidades observadas no
sémen de S. scriptum ndo ultrapassaram 13%, esta caracteristica pode
ser considerada como uma vantagem para o uso de biotecnologias como
a criopreservagdo, uma vez que ela aumenta as chances de se obter
maior numero de células normais ap6s o0 procedimento de
descongelamento.

A motilidade espermética € um dos parametros mais utilizados
para estimar a qualidade dos gametas de machos, e sua forte correlacéo
com as taxas de fertilizacdo e eclosdo observadas por varios autores em
teledsteos ressalta a importancia de aferir esta variavel como medida da
capacidade de fertilizacdo do sémen em peixes (Mylonas et al., 2017).
Esta variavel pode ser afetada por fatores como a osmolaridade, a
concentracdo de ions e o pH (Wilson-Leedy et al., 2009; Ciereszko et
al., 2010). Ja o efeito dos indutores hormonais sobre a motilidade
espermatica é pouco frequente, e quando observado, na maioria dos
casos envolve espécies que apresentam um sémen muito viscoso ou que
ndo liberam sémen em condi¢cdes de criagdo, como sugerido por
Mylonas et al. (2017).

Em S. scriptum as maiores taxas motilidade espermatica foram
observadas durante os primeiros segundos apds ativacdo. No entanto, a
queda expressiva apés 20 s foi também uma condicéo registrada para
S. parahybae (Sanches et al., 2013) e R. quelen (Sanches et al., 2010).
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Este tipo de resposta coincide com a revisdo apresentada por Dzyuba e
Cosson (2014), na qual os autores afirmaram que a motilidade
espermatica em peixes de agua doce normalmente ndo ultrapassa os
2 min, sendo que em alguns casos o pico de motilidade pode ser inferior
aos 30 s. A curta duracdo da motilidade espermatica em teledsteos de
agua doce esta associada a exposi¢do dos espermatozoides ao ambiente
hipotdnico da solucdo ativadora (dgua doce), 0 que aumenta o fluxo de
entrada e saida de ions no citoplasma celular e promove danos na
estrutura do flagelo e eleva o consumo de ATP no axonema (Perchec et
al.,1995; Hadi Alavi et al., 2009).

Em espécies como R. quelen (Tessaro et al., 2012), L. leuciscus
(Cejko et al., 2012) e C. macropomum (Gallego et al., 2017) as
velocidades curvilinear e em linha reta apresentaram correlagdo positiva
com as taxas de fertilizagdo observadas em reprodutores mantidos em
condicbes de cativeiro. Segundo Ottesen et al. (2009), muito
provavelmente uma maior velocidade torna o espermatozoide mais
competitivo para atingir a micrdpila dos ovdcitos. Neste sentido a
velocidade média do deslocamento também pode desempenhar um papel
importante na determinacdo de maiores taxas de fertilidade, inclusive
apresentando relagdo direta com a paternidade relativa por competi¢do
espermatica, como observado em Xiphophorus helleri (Gasparini et al.,
2010).

Nos reprodutores de S. scriptum submetidos a terapia hormonal
as maiores taxas de motilidade e velocidade espermatica durante os
primeiros 20 s ap6s ativacdo do sémen sugerem que 0S gametas
liberados por estes reprodutores apresentam maior competitividade
espermatica para fertilizar os ovocitos quando comparados com 0s
espermatozoides dos animais do grupo controle. Por outro lado, a
motilidade e a velocidade espermatica sdo ferramentas que em algumas
espécies, como Hippoglossus hippoglossus, ndo predizem corretamente
a capacidade de fertilizacdo do espermatozoide, uma vez que 0S
menores indices nestes pardmetros ndo reduzem as taxas de fertilizacdo
(Vermeirssen et al., 2004; Ottsen et al., 2009).

A alta retilinearidade (RET) observada no sémen de S. scriptum
durante os primeiros segundos ap6s ativacdo do sémen é uma
caracteristica que ja foi observada em membros do mesmo género, como
S. parahybae (Sanches et al., 2013). Embora alguns autores relacionem
uma alta retilinearidade com maiores taxas de fertilizacdo, existem
divergéncias observadas na literatura sobre este tipo de associacdo
(Gallego et al., 2017; Sanches et al., 2015). Segundo Wilson-Leedy et
al. (2009) este movimento espermatico varia entre os teledsteos, sendo
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observado um movimento linear para alguns Cypriniformes, e um
movimento mais circular em salmonideos.

Os custos para uso dos diferentes horménios utilizados
mostraram o alto valor do EPC no mercado, uma das principais razdes
para a procura de um substituto ao seu uso, mas mesmo assim esses
custos mantiveram-se abaixo dos valores alcangados com o uso do
Ovaprim®. Por outro lado, o acetato de buserelina promoveu a
espermiacdo de S. scriptum com qualidade espermatica similar a do EPC
e do Ovaprim®, sendo este o produto mais econdmico e de mais facil
acesso no mercado brasileiro, caracteristicas que o tornam um substituto
recomendavel do EPC para aplicacdo em machos, embora ainda seja
necessario avaliar sua eficiéncia como promotor da desova de
S. scriptum.

5. CONCLUSAO

A qualidade espermatica dos reprodutores de Steindachneridion
scriptum induzidos com acetato de buserelina e Ovaprim ® foi similar a
observada nos individuos induzidos com EPC. No entanto, recomenda-
se 0 uso de acetato de buserelina como uma alternativa viavel e
econdmica ao uso de EPC como indutor da espermiagdo nesta espécie,
uma vez que seu uso pode reduzir os custos e o tempo operacional
empregado durante a indu¢do hormonal dos machos desta espécie.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Todas as fases do ciclo reprodutivo (imaturo, desenvolvimento,
apto a liberar esperma, regressao, regeneracdo), incluindo a espermiacéo
podem ser atingidas pelos machos de S. scriptum mantidos em
condic¢des de laboratério.

Machos de S. scriptum mantidos em sistema indoor atingiram
precocemente a primeira maturacdo sexual aos 13 meses de idade com
comprimento médio de 28,50 + 2,15 c¢cm, condigdo que é atingida pelos
machos mantidos em sistema outdoor aos 22 meses de idade com
comprimento médio de 20,96 + 1,86 cm.

O uso dos analogos de GnRH acetato de buserelina e Ovaprim®
estimulou a produgdo de sémen com qualidade similar a obtida com o
uso de EPC. No entanto, recomenda-se 0 uso de acetato de buserelina
como possivel substituto ao uso de EPC, dadas as vantagens
relacionadas com a reducdo dos custos e o tempo operacional
necessarios para induzir a espermiacdo em S. scriptum dentro do
territério brasileiro.



110



111

6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos voltados para a determinacdo da densidade de estocagem
ideal durante as primeiras fases de crescimento de S. scriptum em
condicdes de laboratorio devem ser realizados, uma vez que houve a
necessidade de estimular o consumo de alimento (deslocando o alimento
para borda da caixa) nas unidades experimentais com menor densidade
de estocagem (35 peixes/m®). Nesta densidade de estocagem os animais
aparentavam receio de se alimentar no centro da caixa local onde os
pellets permaneciam flutuando; j& nas unidades com maior densidade o
comportamento dos animais foi mais espontaneo, sendo que durante os
horarios de alimentacdo os peixes procuravam o alimento por toda a
superficie da agua.

Com base nos altos indices de gordura observados nos animais
alimentados até saciedade aparente com dietas ricas em proteina 40%,
sugere-se a realizagdo de estudos para a determinacgdo dos requerimentos
energéticos e proteicos, assim como as melhores estratégias de
alimentacdo ao longo das diferentes fases fisioldgicas (larva até
reprodutor) de S. scriptum, com o objetivo de melhorar os indices de
crescimento e reprodutivos desta espécie.

Dado que a motilidade e a velocidade espermatica séo
ferramentas que em algumas espécies ndo predizem corretamente a
capacidade de fertilizacdo do espermatozoide, sugere-se a realizacdo de
estudos que permitam estabelecer se em S. scriptum maiores indices de
motilidade e velocidade espermatica predizem corretamente uma maior
capacidade de fertilizacdo do espermatozoide. Neste mesmo sentido ha
necessidade de esclarecer se 0 movimento altamente retilineo observado
nesta espécie pode ser correlacionado com maiores taxas de fertilizacéo.

Durante o periodo experimental, os animais de ambos os grupos
apresentaram aspecto saudavel, com esporédicas manifestagdes de
lesbes causadas por bactérias (gram-positivas) na base das nadadeiras e
na regido do peddnculo caudal. Para evitar mortalidades em decorréncia
destas lesbes, os peixes foram tratados via oral com doses de florfenicol
diluidas na ragdo comercial, seguindo a recomendagdo do médico
veterinario responsavel.

Os resultados observados com o uso de acetato de burelina em
machos de S. scriptum abrem a possibilidade de sua utilizagdo para a
promocdo da maturacdo final e desova em fémeas. No entanto,
recomenda-se a conducdo de testes com diferentes dosagens envolvendo
pelo menos mais de uma aplicagédo, dado que em machos os resultados
ndo foram satisfatorios em termos de volume total de sémen coletado
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guando aplicada uma Unica dose, uma vez que foram registrados valores
similares aos obtidos quando aplicado solucdo salina (0,9% de NaCl).

Cabe destacar que embora 0 experimento de maturacdo gonadal
em condicOes de laboratdrio tenha sido encerrado quando os machos
apresentavam 27 meses de idade, as condigbes experimentais foram
mantidas com o intuito de determinar a primeira maturacdo sexual das
fémeas desta espécie em ambiente indoor, sendo que até os 40 meses de
idade ndo foi observada a presenca de ovarios maduros.
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8. APENDICES

Apéndice 1: Unidades experimentais utilizadas no capitulo 1. A- Animais em
cardume antes da estocagem nas unidades experimentais; B- caixas de
polietileno com volume atil de 710 L (sistema indoor); C- Tanque-rede
instalado em reservatorio de agua (sistema outdoor).
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Apéndice 2: Atividades realizadas com Steindachneridion scriptum.
A- Animais eutanasiados por overdose de eugenol; B- Biometrias com auxilio
de balanca digital para acompanhar o crescimento dos animais; C- Remogéo do
chip eletrénico (PIT-tag); D- Registro do acimulo de gordura corporal; E e F-
Coleta e avaliagdo do peso das gonadas; G e H- Exemplares cortados e
homogeneizados para realizar as analises de composi¢éo centesimal.
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Apéndice 3: Fémeas de Steindachneridion scriptum. A- Aparéncia
macroscopica do ovario, * = gbnada classificada como imatura; B e C-
Caracteristicas microscépicas da gdnada imatura em exemplares com 4 e 24
més de idade, og = ovog0nias, cp = ovocito em crescimento primario, n =
nlcleo, nc = nucléolos.
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Apéndice 4: Configuracdo utilizada na caixa de didlogo do ImageJ/plugin
CASA para avaliar os pardmetros de motilidade e velocidade esperméatica do
sémen de reprodutores de Steindachneridion scriptum mantidos em condicOes
de laboratério.

Parametros

Valores de entrada

Steindachneridion scriptum

DOOVOZZrASCTIONMOO® >

Minimum spermsize (Pixels)

Maximum sperm size (Pixels)

Minimum track length (frames)

Maximum sperm \elocity between frames (Pixels)
Minimum VSL for motile (un/s)

Minimum VAP for motile (um/s)

Minimum VCL for motile (um/s)

Low VAP speed (um/s)

Maximum percentage of path with zero VAP
Maximum percentage of path with low VAP
Low VAP speed 2 (um/s)

Low VCL speed (um/s)

. High WOB (percent VAP/VCL)

High LIN (percent VSL/VAP)

High WOB two (percent VAP/VCL)
High LIN two (percent VSL/VVAP)
Frame rate (frames per second)
Microns per 1000 pixels

2
35
100
5
2
8
10
5
1
30
20
20
80
80
50
60
100
925,9259
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Apéndice 5: Dados meteorolégicos disponibilizados pelo CIRAM (Centro de
Informacdes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa Cataria).

¢ Ciram

Aildane J3 slddrusnaidnguloaty

Epagri .0 .0

Regido Meio Oeste Meio Oeste Meio Oeste Meio Oeste
Estacdo 60-Cagador 60-Cacador 60-Cagador 60-Cacador
Varidvel  Temperatura Méxima do Ar Didria (°C) Temperatura Média do Ar Didria (°C) Temperatura Minima do Ar Didria (°C)  Pluviémetro 24 horas (mm)
Més Ano Média Mensal Média Mensal Média Mensal Soma Mensal
JAN 2014 28,2 213 165 3456
FEV 2014 285 211 16,1 1356
MAR 2014 251 18,7 149 1675
ABR 2014 226 17,2 139 1099
MAI2014 195 137 98 1638
JUN 2014 179 13,1 99 439,2
JUL 2014 17,8 122 83 54,3
AGO 2014 22,0 136 7 1135
SET 2014 21,7 16,0 119 279,9
OUT 2014 255 185 134 106,9
NOV 2014 24,7 188 143 254,6
DEZ 2014 249 20,1 158 138,7
JAN 2015 273 212 16,7 298,3
FEV 2015 26,2 20,2 16,1 183,0
MAR 2015 26,0 19,6 157 1164
ABR 2015 235 17,1 13,0 43,6
MAI2015 19,9 14,4 11,0 1117
JUN 2015 188 123 77 153,0
JUL 2015 185 12,7 86 2519
AGO 2015 23,7 157 104 46,1
SET 2015 22,8 16,4 115 230,3
OUT 2015 231 179 141 360,1
NOV 2015 229 18,6 153 3243

DEZ 2015 26,2 21,0 16,7 2192



